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== (54) Title: NEMATODES AS MODEL ORGANISMS FOR THE INVESTIGATION OF NEURODEGENERATIVE DISEASES, 
= W PARTICULAR PARKINSONS DISEASE, USES AND METHODS FOR THE DISCOVERY OF SUBSTANCES AND GENES 
= WHICH CAN BE USED IN THE TREATMENT OF THE ABOVE DISEASE STATES AND IDENTIFICATION OF A NEMA- 
55 TODE GENE. 

= (54) Bezeichnung: NEMATODEN ALS MODELLORGANISMEN ZUR UNTERSUCHUNG NEURODEGENERATIVER ER- 
= KRANKUNGEN UND INSBESONDER DER PARKINSONSCHEN ERKRANKUNG, VERWENDUNGEN UND VERFAHREN 
= ZUM AUFFINDEN VON SUBSTANZEN UND GENEN, DEE BEI DER BEHANDLUNG SOLCHER ERFRANKUNGEN EIN- 
= GESETZ WERDEN KONNEN, SOWIE IDENTIFIZIERUNG EINES NEMATODENGENS. 
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(57) Abstract: The invention relates to nematodes as model organisms for the investigation of neurodegenerative diseases, in partic- 
ular, Parkinsons disease, uses and methods for the discovery of substances and genes which can be used in the treatment of the above 
disease states and identification of a nematode gene, from C. elegans, which is homologous to the human parkin gene associated with 
Parkinsons disease. The invention further relates to those nematodes which contain an aberrant or missing expression of at least one 
gene, preferably a parkin gene and/or a a-synuclein gene, which is connected with Parkinsons disease. According to the invention, 
the above organisms can be used for the identification and characterisation of medicaments for the treatment of said disease states. 

(57) Zusammeofassung: Die vorliegende Ertlndung betrifft Nematoden ais Modellorganismen zur Untersuchung neurodegencrari- 
ver Erkrankungen und insbesondere der Parkinsonschen Erkrankung, Verwendungen und Verfahren zum Auffinden von Substanzen 
und Genen, die bei der Behandlung soicher Erkrankungen eingesetzt werden kdnnen, sowie die Identifizierung eines Nematodengens 
aus C. elegans, das zu dem mit der Parkinsonschen Erkrankund assoziierten menschlichen Parkingen homolog ist Die vorliegende 
Erfindung betrifft insbesondere solche Nematoden , die eine aberrante oder fehlende Expression mindestens eines Gens, das mit der 
Parkinsonschen Erkrankung in Zusammenhang stent, bevorzugt eines Parkingens und/oder eines a-Synucleingens aufweisen. Die 
erfindungsgemassen Orgnaismen kdnnen insbesondere zur Identifizierung und Charakterisierung von Arzneimitteln zur Behandlung 
derartgiger Erkrankungen eingesetzt werden. 
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NEMATODEN ALS MODELLORGANISMEN ZUR UNTERSUCHUNG NEURODEGENERATTVER ER- 
KRANKUNGEN UND [NSBESONDER DER PARKINSONSCHEN ERKRANKUNG, VERWENDUNGEN UND VERFAHREN 
ZUM AUFFINDEN VON SUBSTANZEN UND GENEN, Dffi BEI DER BEHANDLUNG SOLCHER ERFRANKUNGEN EIN- 
GESETZ WERDEN KONNEN, SOWIE tDENTTFTZIERUNG EINES NEMATODENGENS. 



Die Brfindung betrifft Nematoden als Modellorganismen zur 
Untersuchung neurodegenerativer Erkrankungen und insbesondere 
der Parkinsonschen Erkrankung, die zur Entwicklung von Arznei- 
mitteln zur Behandlung von neurodegenerativen Erkrankungen, 
einschliefilich jenen, bei denen plaqueahnliche Ablagerungen 
(Amyloidosen) auftreten, und insbesondere zur Behandlung der 
Parkinsonschen Erkrankung eingesetzt werden kSnnen. 

Das erfindungsgemafie Tiermodell basiert darauf , daS in einem 
Nematoden ein Gen, das mit der Entwicklung der Parkinsonschen 
Erkrankung in Zusammenhang steht, eine aberrante oder fehlende 
Expression aufweist. 

Ein solches Tiermodell kann ebenfalls zur Aufklarung der 
Stof fwechselwege sowie der Identif izierung von neuen Genen, 
die an der Parkinsonschen Erkrankung beteiligt sind, dienen. 

Hintergrund der Erfindung 

Fur verschiedene Krankheitstypen stehen bereits transgene 
Tiermodelle als wertvolle Werkzeuge zur Aufklarung von Erkran- 
kungsprozessen sowie zur Identif izierung und Charakterisierung 
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von praventiv oder therapeutisch wirksamen Arzneimitteln- zur 
Verftiguhg. Voraussetzung fiir die Entwicklung solcher Tiermo- 
delle ist insbesondere die Kenntnis von an den jeweiligen 
Erkrankungsprozessen beteiligten Genen. 

Die Parkinsonsche Erkrankung (Morbus Parkinson) ist neben der 
Alzheimerschen Erkrankung die bekannteste Erkrankung aus der 
Gruppe von neurodegenerativen Erkrankungen . Sie iat gekenn- 
zeichnet durch (1) Verlangsamung ailer Bewegungen (Bradyki- 
nese) , leise und monotone Sprache (Akinese oder Hypokinese) , 
Fehlen der physiologischen Mitbewegungen, gebvlckte Haltung, 
kl^inschrit tiger, z.T. schlurfender Gang, wahrend des Schrei- 
bens kleiner werdende Schrift, nicht beeinf lusebare Bewegungs- 
9t6rungen mit Fallneigung nach vorn, zur Seite oder nach hin- 
ten, (2) Steifigkeit der Muakulatur (Rigor) und (3) grobschla- 
giger Ruhetremor (Zittern) . Morbus Parkinson ist eine relativ 
h&ufig vorkommende Krankheit, die bei ca. 1% der uber 60-jah- 
rigen, besonders bei Mannem auftritt. Die Krankheit wird ver- 
ursacht durch den Verlust von Dopatnin im Striatum, was zur 
Degeneration von Neuronen in der Substantia nigra fuhrt. Die 
primare Ursache, die zu dem Verlust von Dopamin fChrt, ist 
nicht bekannt (Dunnett and Bj6rklund, 1999; Olanow and Tatton, 
1999) . Obwohl die meisten Patienten mit Morbus Parkinson spo- 
radisch auftreten, gibt es eine kleine Gruppe von Patienten, 
in deren Farnilien die Erkrankung gehauft auftritt. Molekular- 
genetische Analysen in diesen Farnilien haben zur Identifizie- 
rung von mehreren Genen gefuhrt, die, durch Mutationen veran- 
dert, urs&chlich am Ausbruch der Parkinsonschen Erkrankung 
beteiligt sind. Eines dieser Gene, welches 1998- durch Nobuy- 
oshi Shimizu, Yoshikuni Mizuno und deren Mitarbeiter entdeckt 
wurde, wird seither Parkin oder PARK2 genannt (Kitada et al., 
1998; Hattori et al., 1998). Es wurde mutiert bei mehreren 
Farnilien gefunden, in welchen mehrere Familienmitglieder auto- 
somalen rezessiven juvenilen (vor dem 40. Lebensjahr begin- 
nend) Morbus Parkinson entwickelt haben. Das Protein des Par- 
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kin-Gens 1st unter anderem charakterisiert durch eine Ubiqui- 
tin-Dom&ne im N-Terminus, zwei RING-Finger-&hnliche Motive im 
C-Terminus und eine IBR (in between ring fingers ) -Dom3ne. 

Ein weiteres Gen, welches ebenfalls als ursSchlich an der Par- 
kinsonschen Erkrankung beteiligt identif iziert wurde, ist das 
a-Synucleingen (Polymeropoulos et al., 1997). a-Synuclein 
tritt insbesondere in den fibrillaren, intrazytoplasmatischen 
Einschlussen (Lewy bodies) auf , welche bei der Parkinsonschen 
Erkrankung auftreten. In den Lewy bodies sind neben dem prisy- 
naptischen Protein a-Synuclein zahlreiche Proteine wie Ubiqui- 
tin, und Neurofilament vertreten. Mutationen {A53T und A30P) 
im a-Synucleingen auf dem menschlichen Chromosom 4q21-q22 fuh- 
ren zu einer autosomal dominanten Form des Morbus Parkinson 
(Polymeropoulos et al., 1997; Kruger et al., 1998). Es ist 
noch ungekl&rt, wie diese Mutationen Morbus Parkinson auslosen 
kormen. Das dominante Vererbungsmuster und die Tatsache, dafc 
a-Synuclein in Lewy bodies in fibrillaren Aggregationen vor- 
liegt, deren Bildung durch beide Mutationen beschleunigt wer- 
den kann, last auf Toxizitat als Mechanismus (toxic gain of 
function) schliefcen. In einer neueren Studie konnte eine Folge 
von 12 Aminosiuren in der Mitte des a-Synucleins identif iziert 
werden, die filr die Aggregation in vitro verantwortlich und in 
dem nicht aggregierenden, sehr ihnlichen Protein S-Synuclein 
abwesend ist {Giasson et al., 2000). a-Synuclein wurde bisher 
nur bei Vertebraten identif iziert , wobei bei alien bisher 
bekannten Arten Threonin statt wie beim Menschen Alanin in der 
Position 53 der Aminos&uresequenz zu finden ist (Clayton and 
George, 1998) . 

Transgene Tiermodelle, die verschiedene Varianten des humanen 
a-Synuclein exprimieren, wurden bisher ftir die Maus und Dro- 
sophila etabliert. Die neuronale Expression von a-Synuclein in 
der Maus fuhrt zu einer f ortschreitenden Akkumulation von a- 
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Synuclein in intraneuronalen Eirischlussen, die aber keinen 
fibrill&ren Charakter besitzen (Masliah et al. # 2000). Demge- 
gemlber zeigen transgene Fliegen, die a-Synuclein panneuronal 
exprimieren, fibrill&re, den Lewy bodies &hnliche Einschltisse, 
den Verlust von dopaminergen Neuronen und eine Beeintrachti- 
gung von Bewegungsfunktionen (Feany and Bender, 2000) . Dabei 
ergaben sich keine wesentlichen Unterschiede zwischen der 
Expression der einzelnen Formen des a-Synuclein (wt, A53T, 
A30P) . 

Zusammenfassung der Erfindung 

* 

Gegenuber den bereits ver6f f entlichten Tiermodellen fur Morbus 
Parkinson besteht der Vorteil eines Nematodenmodells, insbe- 
sondere des C. elegans-Modells, vor allem in der Eignung fttr 
ein Hochdurchsatzverfahren (HTS) (High-Throughput-Screening) , 
der Moglichkeit einer schnelleren genetischen Analyse durch 
geringere Generationszeit (2-3 Tage, gegenilber Wochen bei Dro- 
sophila) und detaillierterem wissen fiber molekulare und funk- 
tionelle Eigenschaf ten des Nervensystems in C. elegana. 
Da C. elegans in Mikrotiterplatten gehalten werden kann, kon- 
nen mit diesem Testsystem 10.000 und mehr Substanzen in kurzer 
Zeit per HTS am lebenden Wurm ausgetestet werden. 

Die fortschreitende Sequenzierung verschiedener Genome hat 
gezeigt, dafi fur viele Humangene hotnologe Gene in anderen 
Organismen existieren. Mehr als zwei Drittel aller bisher 
bekannten kranheitsassoziierten Gene des Menschen konnten auch 
im C. eJegans-Genom nachgewiesen werden. Eine funktionale Aus- 
tauschbarkeit dieser Gene wurde experimentell in mehreren Fal- 
len gezeigt. Diese Gemeinsamkeiten zeigen die essentielle 
Funktion dieser Gene ftir grundlegende biologische Prozesse an. 
Sie ermoglichen die Etablierung dieser Modellsysteme zur 
Untersuchung von humanen Genfunktionen, zur Identif izierung 
von neuen Zielgenen und zur Entwicklung von Medikamenten. 
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Die vorliegende Anmeldung beschreibt unter anderem ein bislang 
nicht bekanntes, aus C. elegans stammendes Parkin kodierendes 
Gen (Fig. 3; SEQ ID NO:l) sowie deasen Genprodukt (SEQ ID 
NO: 2), das durch Sequenzanalyse und Sequenzvergleich von C. 
elegans-DNA-Sequenzen mit der bekannten Sequenz des humanen 
Parkingens mit bioinformatischen Methoden aufgefunden werden 
konnte . 

In Kenntnis dieses neuen Gens und mithilfe weiterer mit der 
Parkinsonschen Erkrankung bekannterweise in Zusammenhang ste- 
heiider Gene wie z.B. dem a-Synucleingen konnte ein Nemataden- 
modell entwickelt werden, mit dem neurodegenerative Erkrankun- 
gen auf genetischem Wege analysiert werden k6nnen, was zur 
gezielten Entwicklung neuartiger Arzneimittel zur Prevention 
und/oder Behandlung von derartigen Erkrankungen und insbeson- 
dere zur Prevention und/oder Behandlung der Parkinsonschen 
Erkrankung sowie zur Identif izierung potentieller weiterer, 
derartige Erkrankungen, und insbesondere die Parkinsonsche 
Erkrankung auslfisender Gene dient. 

Im Anschlufi an die Identif izierung des Parkingens aus C. ele- 
gans wurden im Labor des Anmelders C. elegans- StSmme isoliert 
(siehe Experimenteller Teil), in denen das C/ elegans- Parkin- 
gen ganz oder teilweise deletiert ist (sogenannte Parkin- 
Knock-out -Mutanten) . Diese St&mme wiesen im Vergleich zum 
Wildtyp einen ver&nderten Phanotyp auf. 

Dieser Phinotyp wurde verschiedenen Komplementierungsexperi- 
menten unterzogen. Dabei wurden einerseits ein Teil des Cosmi- 
des, welches das C. elegans-Parkingen und dessen Promotor ent- 
halt, und andererseits das humane Parkingen in den C. elegans 
Parkin- Knock- out- St amm eingesetzt, urn den Ph&notyp des inakti- 
vierten C. elegans- Parkingens zu kompensieren. Mit diesen 
Experimenten wurde einerseits belegt, dafi es sich beim Phano- 
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typ tatsachlich urn die Folgeerscheinung der Inaktivierung -dee 
C. elegrans-Parkingens handelt und andererseits die funktio- 
nelle Austauschbarkeit zwischen C. elegans-Qen und humanem 
krankheitsassoziierten Gen gegeben ist. 

Da beim Menschen Mutationen in und Deletionen von ganz unter- 
schiedlichen Bereichen des Parkingens zu erblichem Morbus Par- 
kinson fuhren, kann man annehrnen, daS es sich bei der Auspra- 
gung der Erkrankung um einen Funktionsverlust des Parkin-Gen- 
produkts handeln muS. Wir haben deshalb die C. elegans Parkin- 
Knock- out- Stimme als Modellsysteme zura Testen von pharmakolo- 
giSch wirksamen Substanzen entwickelt. Pharmakologisch wirk- 
same Substanzen sind dabei solche, die den PhSnotyp supprimie- 
ren, d.h. es kdnnen also Substanzen identif iziert werden, die 
den PhSnotyp unterdrilcken (indem diese z.B. die Beweglichkeit 
des Wurmes verbessern) . 

Nicht immer l&£t sich das krankheitsrelevante Genprodukt 
selbst als therapeutische Zielstruktur ftlr die Medikamenten- 
entwicklung nutzen, Dann bietet es sich in einem in vivo- 
Modell an, den zugehdrigen Stoffwechselweg und die involvier- 
ten Genprodukte auf ihre Eignung als Zielstruktur zu untersu- 
chen. Die zuvor erw&hnten C. elegans Parkin -knock -out -Wurm- 
st&mme eignen sich auch hervorragend zur Identif izierung von 
neuen Genen, die im Stoffwechselweg von Parkin involviert 
sind. Die Knock-out -Wurmst&mme werden dabei einer Mutagenese 
unterzogen und Tiere, die keinen ver&nderten Ph&notyp mehr 
aufweisen, sich also wieder normal bewegen, werden herausse- 
lektioniert. Diese werden dann einer genetischen Kartierung 
unterzogen, um das Gen zu identif izieren, welches mutiert zur 
Supprimierung des Parkin -knock-out- Phanotyps ftihrt. Dieses 
Zielgen ist dann unter Umstcinden wieder fvir eine Medikamenten- 
entwicklung geeignet. 
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Neben dem auf dem Parkingen basierenden. Model 1 wurde ebenfalls 
ein transgenes Nematodenmodell entwickelt, bei dem ein humanes 
a-Synucleingen in C. elegans unter der Kontrolle spezifischer 
C. el egans- Promo toren exprimiert wird. Auch dieses Modell 
reproduziert wichtige Merkmale der Parkinsonschen Erkrankung 
und. kann somit ebenfalls als Werkzeug zur Entwicklung neuarti- 
ger Pharmaka zur Behandlung dieser Erkrankung verwendet wer- 
den. 

Die Expression des humanen a-Synucleingens bzw. von Derivaten 
des humanen a-Synucleingens, insbesondere von Mutanten, die im 
Meiischen erbliche Formen der Parkinsonschen Erkrankung ausl6- 
sen, wie z.B. der a-Synuclein-Mutante A53T mit einem Austausch 
der Aminos&ure Alanin an Position 53 zu Threonin, in C. ele- 
gans-Tieren fuhrte z.B. zu einer morphologischen Ver&nderung 
im Kopf (anteriores Drittel des Korpers) - und/oder Schwanzbe- 
reich bzw. in/an der Vulva (poster iores Drittel des KSrpers) 
der Tiere, die durch eine Schwellung (Zunahme des Durchmessers 
der Tiere) aufgrund von Funktionsunf&higkeit oder -reduzierung 
der Aktivitat von Muskeln und Neuronen gekennzeichnet ist. 
Durch die Expression von a-Synuclein bzw. seinen Derivaten in 
C. elegans wird vermutlich die Funktion von Genen, insbeson- 
dere solchen, die in Muskeln und Neuronen exprimiert werden, 
modif iziert . 

Gegenstand der Erf indung ist somit unter einem ersten Aspekt 
ein Nematode, der eine aberrante oder fehlende Expression 
eines mit der Parkinsonschen Erkrankung in Zusammenhang ste- 
henden Gens, insbesondere eines Parkin- und/oder a-Synuclein- 
gens aufweist. Dieser- Nematode kann als Model lorganismus fxir 
neurodegenerative Erkrankungen , einschlieSlich jenen, bei 
denen plaqueShnliche Ablagerungen im Nervensystem (Amyloido- 
sen) auftreten, und insbesondere fur die Parkinsonsche Erkran- 
kung verwendet werden. 
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Die aberrante oder fehlende _Expression-kann- dabei beispiels- 
weise das aus C. elegans stammende Parkingen, das humane Par- 
kingen oder irgendein horaologes Parkingen aus einem anderen 
Organismus oder ein a-Synucleingen aus einem beliebigen Orga- 
nismus wie z.B. ein humanes a-Synucleingen betreffen, 

Insbesondere kann die aberrante oder fehlende Expression des 
Parkingens durch eine vollstandige oder teilweise Deletion 
dieses Gens oder durch eine zeitweilige Inaktivierung dieses 
Gens z.B. durch die im Stand der Technik bekannte RNA interfe- 
rence (RNAi) -Technik verursacht werden. 

Unter einem besonderen Aspekt weist der Nematode der Erf indung 
einen mit der aberranten oder fehlenden Genexpression des Par- 
kin- und/oder a-Synucleingens assoziierten PhSnotyp auf . 

Der Phanotyp, der mit der aberranten oder fehlenden Genexpres- 
sion des Parkingens assoziiert ist, kann beispielsweise ein 
Chemotaxisdefekt, ein Eiablagedef ekt , eine verlangsamte Ent- 
wicklungsdauer, eine verringerte Anzahl an Nachkommen, Koordi- 
nationsprobleme, ein Def &kationsdef ekt, eine verlangsamte 
Fortbewegung oder eine verkilrzte Korperl&nge sein. 

Der Ph&notyp, der mit der aberranten oder fehlenden Genexpres- 
sion des a-Synucleingens assoziiert ist, kann beispielsweise 
ein Eiablagedef ekt, ein Def ekt bei der Vulvaformation, Ablage- 
rungen von a-Synuclein, eine verlangsamte Entwicklungsdauer 
oder eine verringerte Anzahl an Nachkommen sein. 

Die verschiedenen PhSnotypen werden im experimentellen Teil 
noch n&her beschrieben. 

Des weiteren umfafct die Erf indung die Verwendung eines Nemato- 
den der Erf indung als Model lorganismus, insbesondere 
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zur Untersuchung der Mechanismehder Krankheitsentstehung, 
des Krankheitsverlaufs und/oder der Propagation von neuro- 
degenerativen Erkrankungen, einschliefilich jenen, bei 
denen plaqueihnliche Ablagerungen (Amyloidosen) im Nerven- 
system auftreten, und insbesondere der Parkinsonschen 
. Erkrankung, 

zur Identif izierung und/oder Charakterisierung von Arznei- 
mitteln und Genen zur Prevention oder Behandlung von neu- 
. rodegenerativen Erkrankungen, einschliefclich jenen, bei 
denen plaqueahnliche Ablagerungen (Amyloidosen) im Nerven- 
system auftreten, und insbesondere der Parkinsonschen 
Erkrankung sowie 

zur Identif izierung und/oder Charakterisierung von 
Wirkstoffen und Genen,. die in der Lage sind, die Wirkung 
von Arzneimitteln, die zur Prevention oder Behandlung von 
neurodegenerativen Erkrankungen, einschliefilich jenen, bei 
denen plaqueahnliche Ablagerungen (Amyloidosen) im Nerven- 
system auftreten, und insbesondere der Parkinsonschen 
Erkrankung eingesetzt werden, zu modif izieren. 

Unter weiteren Aspekten umfafit die Erf indung Verfahren zur 
Untersuchung einer Substanz oder eines Gens hinsichtlich der 
Wirksatnkeit bei der Behandlung und/oder Prevention von derar- 
tigen Erkrankungen sowie Verfahren zur Untersucfiung einer Sub- 
stanz oder eines Gens hinsichtlich einer Eignung, die Wirkung 
eines Arzneimittels bei der Behandlung und/oder Prevention von 
derartigen Erkrankungen zu modif izieren, bei welchen die Nema- 
toden der Erf indung Verwendung finden. 

AuSerdem erstreckt sich die Erfindung auch auf die durch die 
erfindungsgemeSen Verfahren identif izierten Substanzen und 
Gene, die zur Herstellung von Arzneimitteln zur Prevention 
und/oder Behandlung von derartigen Erkrankungen, sowie als 
Leit substanz bzw. Leitgen zur Entwicklung von davon abgeleite- 
ten Substanzen bzw. Genen mit Wirksatnkeit bei der Behandlung 
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und/oder Prevention von derartigen Erkrankungen oder von Sub- 
stanzen bzw. Genen mit einer Eignung, die Wirkung eines Arz- 
neimittels bei der Behandlung und/oder Prevention von derarti- 
gen Erkrankungen zu modif izieren, verwendet werden konnen. 

Die, Entwicklung neuartiger Arzneimittel zur Behandlung der 
Parkinsonschen Erkrankung oder anderer neurodegenerativer 
Erkrankungen, einschlieSlich solcher, die durch die Ablagerung 
von Proteinaggregaten im Nervensystem gekennzeichnet sind und 
insbesondere von einer solchen ausge!6st oder versterkt wer- 
den, kann dabei gleichfalls die Untersuchung von Protein-ver- 
mittelten Wechselwirkungen oder die Untersuchung von Faktoren, 
die durch diese Wechselwirkung betroffen werden, umfassen. 

Ein Arzneimittel zur Behandlung derartiger Erkrankungen soil 
dabei insbesondere zum Heilen der Krankheit, zur Linderung 
einzelner, mehrerer oder aller Symptome der Erkrankung oder 
zur Verzdgerung ihres Verlaufs geeignet sein. 

Eine preventive Behandlung kann auf einen vollstandigen Schutz 
vor Ausbruch der Krankheit oder lediglich eine Verz6gerung des 
Krankheit sausbruchs abzielen. 

Schliefilich betrifft die Erfindung ein isoliertes Nukleinsau- 
remolekul, das f\lr das Parkingen aus C. elegans kodiert, Homo- 
loge und Fragmente von diesem, sowie ein Polypeptid oder Pro- 
tein, das von einem solchen NukleinsSuremolekul kodiert wird. 

Detaillierte Beschreibung der Erfindung 

Spezieller beruht die Erfindung auf der Erkenntnis, dafi 
Gene der Parkin-Genf amilie und Gene der a-Synuclein-Genf amilie 
biochemisch oder genet isch mit der Entstehung, Propagierung 
oder VerstSrkung von neurodegenerativen Erkrankungen, ein- 
schliefclich jenen, bei denen plaqueShnliche Ablagerungen im 
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Nervensystem auftreten (Amyloidosen) , d.h. splchen, die durch 
die Ablagerung von Proteinaggregaten im Nervensytem ausgelost 
Oder verstarkt werden, und insbesondere der Parkinsonschen 
Erkrankung in Zusammenhang stehen. 

Dement sprechend ist die Erfindung insbesondere auf Nematoden 
zur Verwendung als Modellorganismen ftir neurodegenerative 
Erkrankungen, einschliei31ich jenen, bei denen plaqueShnliche 
Ablagerungen im Nervensystem auftreten, gerichtet, die eine 
aberrante oder fehlende Expression eines Parkingens und/oder 
eines a-Synucleingens aufweisen. 

Die hier in Frage kommenden Gene umfassen aber auch homologe 
Gene aus anderen Organismen. So ergab ein Seguenzvergleich 
ausgehend von dem C. eiegans-Parkingen beispielsweise homologe 
Gene in den folgenden Organismen: 

D. melanogaster: Parkin (27% identisch, 38% dhnlich) 

H. sapiens: PARK2 (Parkin) (27% identisch, 36% Shnlich) 

M. musculus: Parkin (25% identisch, 36% ahnlich) 

Diese genannten Gene kfinnen somit ebenfalls in den Modellorga- 
nismus eingeftihrt werden. 

Unter einer aberranten Genexpression versteht man in Zusammen- 
hang mit der Erfindung insbesondere zumindest eine der folgen- 
den: 

eine verst&rkte Genexpression, die zur Erzeugung einer 
gegenuber dem Wildtyp-Gen erhflhten Menge von Transkripti- 
ons- und/oder Trans la tionsprodukt des betreffenden Gens 
ftthrt, 

eine verringerte Genexpression, die zur Erzeugung einer 
gegenuber dem Wildtyp-Gen verringerten Menge von 
Transkriptions- und/oder Translationsprodukt des betref- 
fenden Gens fuhrt, 
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eine Expression eines mutierten Gens und/oder 

eine Expression eines zu dem Organismus homologen Oder 

heterologen Gens. 

Die Begriffe „aberrante Oder fehlende Expression 1 ' sind in die- 
sem. Zusammenhang stets im Verh&ltnis zu einem genetisch 
ansonsten entsprechenden, d.h. identischen Organismus, der 
jedoch bezilglich dieser Expression Wildtyp-Charakter aufweist, 
zu -verstehen. Bei dem zum Vergleich herangezogenen Bezugsorga- 
nismus kann es sich somit z.B. um einen in der Natur vorkom- 
menden reinen Wildtyp-Organismus, um einen Organismus aus 
eirier durch herkommliche Zilchtungsverfahren, wie z.B. durch 
Kreuzung, erhaltenen Linie oder auch um einen bereits gentech- 
nologisch modif izierten, d.h. bezuglich andersartiger Gene 
transgenen Organismus, der gegebenenfalls zus&tzlich Kreuzun- 
gen unterworfen worden sein kann, handeln. Entscheidend ist 
lediglich, daS der Bezugs- oder Ausgangsorganismus beztiglich 
der hier relevanten Genexpression Wildtyp-Charakter aufweist. 

Das im Rahmen der Erf indung aberrant zu exprimierende Gen kann 
ein zu dem Zielorganismus homologes oder heterologes Gen sein 
oder von einem zu dem Zielorganismus homologen oder heterolo- 
gen Gen durch Mutation abgeleitet sein. 

Das aberrant zu exprimierende Gen kann in dem Zielorganismus 

vollstandig, d.h. mit alien zugehdrigen regulativen Berei- 
chen zusatzlich zu dem oder den kodierenden Bereich(en), 
mit nur einem Teil der regulativen Bereiche zusStzlich zu 
dem oder den kodierenden Bereich(en) oder 
lediglich in Form der kodierenden Bereiche, d.h. in 
Kombination mit zu dem Gen heterologen regulativen Berei- 
chen, 

vorliegen. 
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Die kodierenden Bereiche kdnnen dabei die Gesamtheit der 
kodierenden Bereiche des relevanten Gens oder Teile von die- 
sen, die aber zumindest die fCr die in Zusammenhang mit den 
genannten Erkrankungen essentielle Funktionalitat des Gens 
bzw. Genprodukts sicherstellen, darstellen. Die kodierenden 
Bereiche kflnnen auch in Form eines fusionierten Gens, d.h. 
fusioniert an ein andersartiges Protein, z.B. ein Markerpro- 
tein, kodierende Bereiche, vorliegen. 

So kann die aberrante Genexpression im Rahmen der Erf indung 
die Expression eines nativen, jedoch zu dem Zielorganismus 
heterologen Gens darstellen oder umfassen. 

Eine verstarkte oder verringerte Genexpression wird in der 
Regel auf Mutation (en) im Promotorbereich und/oder anderen 
regulativen Bereichen, z.B, Enhancer-Sequenzen, „matrix/scaf - 
fold attachment regions*, u.s.w., des betref fenden, zu dem 
Zielorganismus homologen oder heterologen Gens oder auf eine 
Kopplung der kodierenden Genbereiche mit einem starkeren bzw. 
schwAcheren, zu den kodierenden Genbereichen heterologen Pro- 
motor zuriickzufilhren sein. Eine verst&rkte Genexpression kann 
auch durch zusStzlichen geeigneten Einbau von Expressionsver- 
stSrkungselementen, wie Enhancer-Sequenzen und „matrix/scaf - 
fold attachment regions *, in die aberrant zu exprimierenden 
Gene bewirkt werden. 

Im Falle der Expression eines rautierten Genprodukts liegt oder 
liegen - gegebenenfalls zus&tzlich zu Mutationen in regulati- 
ven Bereichen - eine oder mehrere Mutation (en) im kodierenden 
Bereich des zu- dem Zielorganismus homologen oder heterologen 
Gens vor, die zu einer Anderung der AminosSuresequenz des 
translatierten Genprodukts im Vergleich zu der AminosSurese- 
quenz des nativen Genprodukts fuhren. 
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Bin gleichzeitiges Vorliegen von Mutationen in die Genexpres- 
sion regulierenden Bereichen und kodierenden Bereichen soli in 
diesem Zusammenhang selbstverst&ndlich mit umfafit sein. Auf 
diese Weise kann beispielsweise eine Uberexpression eines 
mutierten Proteins in einem Zielorganismus realisiert werden. 

Die aberrante Genexpression kann dabei je nach Einzelfall 
gegebenenfalls die Deletion eines oder mehrerer nativer Gene 
des Zielorganismus mit umfassen. Beispielsweise k6nnte es bei 
Expression eines nativen oder mutierten heterologen Gens in 
dem Zielorganismus in Einzelf cLllen hilfreich sein, das homo- 
lo^e Gen gleicher Funktion in dem Zielorganismus zu deletie- 
ren. Gleiches kdnnte in Einzelf ckllen bei der Expression eines 
mutierten homologen Gens in einem Zielorganismus sinnvoll 
sein. 

Des weiteren kann es gegebenenfalls bevorzugt sein, die aber- 
rante Genexpression gewebespezif isch zu steuern. Hierzu werden 
die aberrant zu exprimierenden Gene in der Regel an Promotor- 
sequenzen angefugt, die eine gewebe- oder zellspezif ische 
Expression, beispielsweise im Nervensystem, insbesondere in 
Neuronen oder speziellen Neuronenzelltypen, erlauben. Es sind 
jedoch auch gewebespezif isch wirksame Enhancer sequenz en 
bekannt, die bei geeignetem Einbau in ein zu exprimierendes 
Gen eine gewebespezif ische Erhflhung der Expression bewirken 
k6nnen. Derartige gewebe- bzw. zellspezif ische Promotoren und 
Enhancer sind den Pachleuten bekannt (siehe z.B. Baumeister et 
al. f 1996; Way & Chalfie, 1989; und Hobert et al., 1997). 

Zusatzlich oder alternativ kann durch Kopplung des relevanten 
Gens mit einem induzierbaren Promotor eine durch chemische 
Stimuli oder physikalische Stimuli (z.B. Temperatur) induzier- 
bare Expression- des relevanten Gens in einem Zielorganismus 
realisiert werden. Hier ist auch der Einsatz entwicklungsspe- 
zifischer Promotoren denkbar. In beiden Fallen kann somit der 



WO 01/70944 PCT/EP01/03214 

15 

Beginn der Expression des relevanten Gens und damit inabeson- 
dere das Auftreten von mit dieser Genexpression in Verbindung 
stehenden PMnotypen auf einen vom Benutzer frei w&hlbaren 
(induzierbarer Promotor) bzw. durch die Wahl des (entwick- 
lungsspezif ischen) Promotors steuerbaren Zeitpunkt festgelegt 
wer£en. Es ist in diesen Fillen dementsprechend mSglich, die 
Entwicklung des Zielorganismus zunachst eine gewisse Zeit 
unbeeinflu£t von der Expression des relevanten Gens ablaufen 
zu .lassen. 

Die aberrante Genexpression wird oftmals die Einschleusung des 
aberrant zu exprimierenden Gens in Form eines Transgens, das 
wie erlautert, zu dem Zielorganismus homolog oder heterolog 
sein kann, mittels eines das Transgen umfassenden Konstrukts 
in Zellen des Zielorganismus umfassen. Im Falle eines zu dem 
Zielorganismus homologen Transgens liegt das Transgen nach dem 
Einschleusen in einer andersartigen genet ischen Umgebung vor 
als das entsprechende, nattirlicherweise in dem Zielorganismus 
enthaltene Gen. Dabei kann das Transgen nach der Einschleusung 
in die Zellen extrachromosomal in diesen letzteren vorliegen 
und ausgehend von dieser extrachromosomalen Anordnung expri- 
miert werden, Alternativ wird das Transgen nach dem Einschleu- 
sen in die Zelle in das Genom der Zelle integriert und wird 
als solches exprimiert. 

Fur die Transformation oder Transf ektion von Organismenzellen 
mit Konstrukten, die die relevanten Transgene enthalten, und 
allgemeiner fur die Herstellung der erf indungsgemSfSen Organis- 
men stehen dem Fachmann eine groSe Vielzahl von insbesondere 
speziell auf die verwendeten Organismenzellen abgestimmten 
Standardtechniken zur Verfiagung. Protokolle zu diesen Stan- 
dardtechniken sind in der Literatur leicht aufzufinden, so daS 
von weiteren Ausftthrungen in diesem Zusammenhang abgesehen 
wird. 
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Beispielsweise kann ein Verfahren zur Erzeugung eines als 
ModelTorganismus eingesetzten erf indungsgemafcen Nematoden 
umfassen, in einen hermaphroditischen Nematoden ein exprimier- 
bares Konstrukt, das ein gewilnschtes Transgen oder eine 
gewunschte NukleinsSuresequenz enthalt, einzuschleusen. Dies 
kann beispielsweise durch Mikroinjektion erfolgen. Nach dem 
Schliipf en von Nachkommen aus Biern des Nematoden last man 
diese sich entwickeln, wonach man mindestens einen Nachkommen 
identif iziert, der das gewunschte Transgen bzw. die gewinschte 
Nukleinsaure unter der Kontrolle regulatorischer Sequenzen, 
die eine - gegebenenf alls gewebe- oder zellspezif ische - 
Expression erlauben, enthSlt. Fur diese Identif izierung kann 
das ftir die Transf ektion verwendete exprimierbare Konstrukt 
zusatzlich ein Markergen enthalten, das ein leicht nachweisba- 
res Markerprotein, ggf. als Fusionsprotein, kodiert. 

Der so identif iziert e Nematoden-Nachkomme kann dann, sofern 
gewunscht oder erf orderlich, gegebenenf alls einem weiteren 
Zftchtungsverfahren, z.B. einer Kreuzung mit anderen Nematoden, 
die beispielsweise weitere interessante Transgene exprimieren, 
unterworfen werden, um Linien, die diverse gewiinschte Eigen- 
schaften zusatzlich zu der vorstehend erl&uterten aberranten 
oder fehlenden Genexpression aufweisen, zu produzieren. 

Wird bei einem erf indungsgemSSen Organismus eine fehlende 
Expression eines nativen Gens angestrebt, so stehen auch hier- 
fflr mehrere M6glichkeiten, wie beispielsweise eine zielgerich- 
tete „knock-out n -Mutation, die im experimentellen Teil aus- 
ftihrlicher dargestellt wird, oder der Einsatz einer spezifi- 
schen ,,antisense w - oder „sense*-Strategie sowie einer geziel- 
ten Mutageneses zur Verfdgung. 

Eine weitere M6glichkeit, ein Gen zu inaktivieren, ist die 
Anwendung der RNA interf erence-Technik, welche bei C. elegans 
vor ca. zwei Jahren etabliert wurde. Dabei wird doppelstran- 
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gige RNA des zu analysierenden Gens in den Wurm eingebracht . 
Diese RNA wird of fensichtlich in kleinere Fragmente geschnit- 
ten und kann sich daraufhin im gesamten Tier verteilen. Die 
RNA- Fragmente interagieren in jeder Zelle mit der entsprechen- 
den messenger-RNA, was einen spezif ischen Abbau des 
Transkripts zur Folge hat (Zamore et al., 2000). Dieses Vorge- 
hen ftihrt zu einer loss-of -function-Mutation mit einem Phano- 
typ, der dem einer Deletion dieses Gens uber den Zeitraum 
einer Generation sehr nahe kommt. 

Es gibt zwei verschiedene Moglichkeiten die doppelstrangige 
RNA in den Wurm zu transf erieren. Die erste MSglichkeit 
besteht in einer Mikroinjektion, wobei man die einzelstr&igige 
RNA durch in -vitro-Transkript ion herstellt. AnschlieSend wer- 
den sense- und antisense-RNA miteinander hybridisiert und es 
enteteht die doppelstrangige Form. Diese wird einmalig in den 
Wurm injiziert und die Fl-Nachkommen des Tieres werden analy- 
siert . 

Die zweite Moglichkeit besteht in einer Ftitterung, wobei die 
RNA in einem geeignetem Bakterien-Stamm in vivo synthetisiert 
wird. Durch Wachstum der Wurmer auf diesen Futter-Bakterien 
gelangt die RNA aus dem Intestinaltrakt in die rest lichen Zel- 
len r was zu dem oben bereits beschriebenen Abbau* der entspre- 
chenden mRNA ffihrt. Der Vorteil dieses Ansatzes ist, daS es zu 
einer kontinuierlichen Zufuhr von RNA kommt und daher die 
interferierende Wirkung langer anhalt. 

In einer besonderen Ausfahrungsform der Brfindung liegt in 
einem erf indungsgemafien Organismus eine aberrante Expression 
von mehr als einem der vorstehend genannten Gene vor. Darilber 
hinaus kann der Organismus auch ein Parkingen oder ein dazu 
homologes Gen als Transgen und/oder ein a-Synucleingen oder 
ein dazu homologes Gen als Transgen exprimieren. 
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Die erf indungsgemafcen Organismen sind Nematoden, insbesondere. 
Nematoden der Gattung Caenorhabditis, beispielsweise C. ele- 
gans, C. vulgaris oder C. briggsae. 

Alle im Rahmen dieser Anmeldung definierten transgenen Tiere 
konnen als Modellorganismus far neurodegenerative Erkrankun- 
gen, bei denen insbesondere die Mitglieder der a-Synuclein-Gen- 
familie und/oder die Gene der Parkin-Genf amilie beteiligt 
sind, und insbesondere fur die gezielte Entwicklung von neuar- 
tigen Medikamenten zur Prevention und/oder Behandlung von der- 
artigen Erkrankungen verwendet werden. 

Dabei kann mit Arzneimittelkandidatensubstanzen, insbesondere 
mit kleinen Molekulen, getestet werden, ob der im jeweiligen 
Einzelfall beobachtete Phanotyp durch die Einwirkung derarti- 
ger Substanzen reduziert oder verstarkt wird. Aus diesem Grund 
eignen sich die transgenen Tiere, insbesondere C. elegans, und 
beispielsweise jene, die a-Synuclein exprimieren, zum Testen 
neuartiger pharmakologischer Wirkstoffe. 

Insbesondere fttr die Identif izierung und Charakterisierung von 
Arzneimitteln und Wirkstof fen weist die Verwendung von Nemato- 
den zahlreiche Vorteile auf . Erf indungsgemaSe Nematoden zeigen 
insbesondere Symptome, die in ganz entsprechender Weise bei 
menschlichen Patienten mit neurodegenerativen Erkrankungen, 
einschliefilich jenen, bei denen plaqueahnliche Ablagerungen im 
Nervensystem auftreten, und insbesondere solche mit der Par- 
kinsonschen Erkrankung zu beobachten sind. Dabei sind in Nema- 
toden diese Symptome leicht und ohne grofien Aufwand sowie 
bereits kurze Zeit nach dem Schlttpfen der Nematoden, z.B. 
bereits wenige Tage nach dem Schlupfen, zu beobachten oder zu 
bestimmen. Daruber hinaus weisen Nematoden im Vergleich zu 
anderen Organismen kurze Generationszeiten auf und es besteht 
die Mdglichkeit, grofie Zahlen von Tieren genetisch zu manipu- 
lieren und dement sprechend grofce Zahlen von transgenen Tieren 
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zu erzeugen. Es bestehen keine Probleme bei der Produktion 
gr56erer Zahlen von identischer transgener Nachkommenschaf t 
eines erf indungsgem&Gen Nematoden, so daS auch fur HTS-Verfah- 
ren von groSen Zahlen von Arzneimittelkandidaten Oder von gan- 
zen Substanzbibliotheken ausreichend Organismen bereitgestellt 
werden konnen. Derartige Substanzbibliotheken k6nnen Biblio- 
theken synthetisch erzeugter Substanzen Oder solche von Natur- 
stoffen darstellen. 

Mit Nematoden konnen derartige Massenscreenings beispielsweise 
bequem in Mikrotiterplatten ausgefuhrt werden, wobei fur jede 
Arineimittel- oder Wirkstof f kandidatenverbindung eine Vertie- 
fung oder im Falle von Parallelproben entsprechend mehrere 
Vertiefungen zur Verfugung gestellt werden konnen. 

In einem Verfahren zur Untersuchung einer Substanz hinsicht- 
lich Wirksamkeit bei der Behandlung und/oder Prevention von 
neurodegenerativen Erkrankungen konnen dement sprechend bei- 
spielsweise erfindungsgemaSe Organismen der Substanz ausge- 
setzt und gegebenenfalls auftretende Verinderungen des Phano- 
typs, der mit der aberranten oder fehlenden Genexpression des 
mindestens einen mit derartigen Erkrankungen in Verbindung 
stehenden Gens, wie sie im Vorangehenden erlautert wurden, 
assoziiert ist, bestimmt werden. 

Dabei zeigt eine Abschwachung des beobachteten Phanotyps, eine 
Aufhebung des beobachteten Ph&notyps oder eine Verzdgerung der 
ohne Arzneimittelbehandlung ansonsten mit der Zeit beobachte- 
ten verschlechterung des beobachteten Ph&notyps eine Wirksam- 
keit der untersuchten Substanz als Arzneimittel bei der 
3ehandlung und/oder Prevention von derartigen Erkrankungen an. 
Sine Verschlechterung des beobachteten Phanotyps uber das ohne 
Arzneimittelbehandlung beobachtete Mafi hinaus oder eine 
Beschleunigung der normalerweise ohne Arzneimittelbehandlung 
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beobachteten Verschlechterung zeigen eine Kontraindikation der 
untersuchten Substanz bei derartigen Erkrankungen an. 

Zur Sicherung der erhaltenen Ergebnisse wird stets die 
Beobachtung von Kontrollorganismen, die der zu untersuchenden 
Substanz nicht ausgesetzt sind, sinnvoll sein. Da in den Ziel- 
organismen in der Regel eine Verschlechterung des Phanotyps, 
d.h. der in Zusammenhang mit der aberranten oder fehlenden 
Genexpression des mindestens einen mit derartigen Erkrankungen 
in Verbindung stehenden Gens beobachteten Symptome, mit der 
Zeit zu beobachten sein wird, wird ea bei vergieichenden 
Untersuchungen (vergleichende Untersuchungen mit verschiedenen 
Arzneimittelkandidatensubstanzen, vergleichende Untersuchungen 
mit und ohne Arzneimittelkandidatensubstanz) in der Regel 
erforderlich sein, einander entsprechende Organismen gleichen 
Alters, z.B. zum gleichen Zeitpunkt geschltipfte Nematoden der 
gleichen Linie, einzusetzen. 

In einem Verfahren zur Untersuchung einer Substanz hinsicht- 
lich einer Eignung, die Wirkung eines Arzneimittels bei der 
Behandlung und/oder Prevention von neurodegenerativen Erkran- 
kungen, einschliefclich jenen, bei denen plaqueahnliche Ablage- 
rungen im Nervensystem auftreten, zu modif izieren, kdnnen bei- 
spielsweise folgende Schritte auszufdhren sein: - 

einen erf indungsgemaSen Organismus dem Arzneimittel auszu- 
setzen und die aufgrund der Arzneimittelwirkung auftreten- 
den Veranderungen des Phanotyps, der mit der aberranten 
oder fehlenden Genexpression des mindestens einen mit der- 
artigen Erkrankungen in Verbindung stehenden Gens, wie sie 
im Vorangehenden erlautert wurden, assoziiert ist, zu 
bestiramen, 

mindestens ein weiteres Exemplar des Organismus der in dem 
vorigen Schritt verwendeten Art dem Arzneimittel in Gegen- 
wart der Substanz auszusetzen und gegebenenf alls auftre- 
tenden Veranderungen des Phanotyps mit den aufgrund der 
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Arzneimittelwirkung allein auf tretenden Veranderungen des 
Phanotyps , der mit der aberranten oder fehlenden Gen- 
expression des mindestens einen mit derartigen Erkrankun- 
gen in Verbindung stehenden Gens, wie sie im Vorangehenden 
erlautert wurden, assoziiert ist, zu vergleichen. 

Die Zugabe der zu untersuchenden Substanz kann vor, gleichzei- 
tig mit oder nach dem Zusatz des jeweils eingesetzten Arznei- 
mittels zu dem den erf indungsgemaBen Organismus enthaltenden 
Assaysystem erfolgen. Es kann auch eine gemeinsame Vorinkuba- 
tion von Substanz und Arzneimittel vor dem Zusatz zu dem 
Assaysystem vorgenommen werden. 

Dabei zeigt eine in Gegenwart der Substanz verstarkte Abschwa- 
chung des beobachteten Phanotyps, eine in Gegenwart der Sub- 
stanz neu auf tretende Aufhebung des beobachteten Phanotyps 
oder eine in Gegenwart der Substanz starkere zeitliche Verz6- 
gerung der in Gegenwart von Arzneimittel ohne Zusatz der Sub- 
stanz ansonsten beobachteten Veranderungen des beobachteten 
Phanotyps eine Wirksamkeit der untersuchten Substanz als Wir- 
kungsmodifizierungsmittel, das die Arzneimittelwirkung des in 
dem Assay eingesetzten Arzneimittels bei der Behandlung 
und/oder Prevention von derartigen Erkrankungen verstarkt, 
(= Agonistenwirkung) an. Eine in Gegenwart der Substanz beo- 
bachtete Verschlechterung des beobachteten Phanotyps im Ver- 
gleich zu dem in Gegenwart von Arzneimittel allein beobachte- 
ten Phanotyp, eine vollstandige Aufhebung der Arzneimittelwir- 
kung oder eine geringere Verzdgerung der normalerweise trotz 
Gegenwart des Arzneimittels beobachteten Verschlechterung zei- 
gen eine Kontraindikation (= Antagonistenwirkung) der unter- 
suchten Substanz bei derartigen Erkrankungen an. 

Hinsichtlich der zu Vergleichszwecken einzusetzenden Bezugsor- 
ganismen, einschlieSlich Organismen ohne Behandlung mit Arz- 
neimittel una Substanz sowie Organismen unter ausschlie&iicher 
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Behandlung mit der Substanz, d.h. ohne .Arzneimittelbehandlung,. 
gilt das in den vorangehenden Absatzen Gesagte entsprechend . 

Die mittels der erf indungsgemaSen Organismen und Verfahren 
erfolgende Identif izierung oder Charakterisierung von Arznei- 
mitteln und Modif izierungssubstanzen kann auch ausgehend von 
Substanzgemischen, z.B. Naturstof f extrakten, Fermentationsbrii- 
hen, erfolgen, wobei zunachst das Substanzgemisch getestet und 
bei nachgewiesener Wirksamkeit eine Trennung oder Fraktionie- 
rung des Gemisches in Einzelsubstanzen, gegebenenf alls 
schrittweise in Richtung immer hoherer Reinheit, vorgenommen 
witd, urn schliefclich zu dem reinen Wirkstof f oder der reinen 
Modif izierungssubstanz zu gelangen. Im Verlauf der Trennung 
oder Fraktionierung wird dementsprechend in der Regel das 
erfindungsgemafie Verfahren entsprechend haufig wiederholt wer- 
den, urn die den Wirkstoff oder die Modif izierungssubstanz 
jeweils enthaltende Fraktion zu identif izieren. 

Die vorgelegten Definitionen der erf indungsgemaSen Verfahren 
sollen sorait auch Substanzen umfassen, die in Form eines Sub- 
stanzgemisches mit anderen Verbindungen vorliegen. 

Die Erf indung erstreckt sich gleichfalls auf Substanzen mit 
Wirksamkeit bei der Behandlung und/oder Prevention von neuro- 
degenerativen Erkrankungen, einschliefclich jenen, bei denen 
plaqueahnliche Ablagerungen im Nervensystem auftreten, und 
Substanzen mit einer Eignung, die Wirkung eines Arzneimittels 
bei der Behandlung und/oder Prevention von derartigen Erkran- 
kungen zu modif izieren, die mittels eines der soeben erlSuter- 
ten erfindungsgemSSen Verfahren identif iziert worden sind. 
Unter Verwendung dieser Substanzen konnen verschiedene Arznei- 
mittel hergestellt werden. 

Die Erfindung erstreckt sich auch auf die Verwendung einer 
erfindungsgemSLfcen Substanz als ' Leitsubstanz zur Entwicklung , 
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von davon abgeleiteten Substanzen .mit Wirksamkeit -bei der 
\- Behandlung und/oder Prevention von neurodegenerativen Erkran- 

kungen, einschliefilich jenen, bei denen plagueahnliche Ablage- 
rungen im Nervensystem auftreten, oder von Substanzen mit 
einer Eignung, die Wirkung eines Arzneimittels bei der Behand- 
lung und/oder Prevention von derartigen Erkrankungen zu modi- 
f izieren. 

Die abgeleiteten Substanzen konnen ausgehend von einer ent- 
sprechenden Leitsubstanz durch eine oder mehrere der in dieaem 
Zusammenhang vom Fachman ublicherweise eingesetzten Methoden 
chemischer Derivatisierung oder Ableitung erhalten worden 
sein. Nur beispielhaft sei im Falle einer in Form einer orga- 
nischen SSure vorliegenden Leitsubstanz eine Salzbildung, eine 
Veresterung, eine Veretherung oder eine Amidbildung genannt 
oder im Falle einer in Form eines Amins vorliegenden Leitsub- 
stanz eine Salzbildung mit einer organischen oder anorgani- 
schen S^ure. An der Leitsubstanz vorliegende Hydroxylgruppen 
konnen beispielsweise zu Veretherungen oder andersartigen 
ublichen Umsetzungen genutzt werden. Gleichfalls umfaSt sind 
jegliche Formen einer Bildung von Additionsverbindungen und 
Solvaten sowie von Subs ti tut ionen, die an dem Grundgerust 
einer Leitsubstanz, z.B, an einer darin enthaltenen* aromati- 
schen Ringstruktur, vorgenommen werden konnen. ■ Substitutionen 
konnen beispielsweise von Wasserstof fatomen, Halogenatomen, 
Hydroxylgruppen, Amingruppen, Carbons&uregruppen oder Alkyl- 
gruppen bzw. gegen derartige Gruppen bzw. Atome vorgenommen 
werden . 

Unter einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung ferner die 
Verwendung der erf indungsgemaSen Organismen 

zur Identifizierung und/oder Charakterisierung von weite- 
ren Genen, die in Zusammenhang mit den Mechanismen der 
Krankheitsentstehung, des Krankheitsverlauf s und/oder der 
Propagation von neurodegenerativen Erkrankungen, ein- 
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schlieSlich jenen, bei denen plaqueahnliche Ablagerungen- 
im Nervensystem auftreten, insbesondere der Parkinsonschen 
Erkrankung , st ehen ? 

zur Identifizierung und/oder Charakterisierung von Genen, 
die in mutierten oder unmutiertem Zustand zur Prevention 
oder Behandlung von neurodegenerativen Erkrankungen, ein- 
schlieSlich jenen, bei denen plaqueahnliche Ablagerungen 
im Nervensystem auftreten, insbesondere der Parkinsonschen 
Erkrankung wirksam sind sowie 

zur Identifizierung und/oder Charakterisierung von Genen, 
die in mutierten oder unmutiertem Zustand in der Lage 
sind, die Wirkung von Arzneimitteln und/oder Genen, die 
zur Prevention oder Behandlung von neurodegenerativen 
Erkrankungen, einschliefclich jenen, bei denen plaqueahnli- 
che Ablagerungen im Nervensystem auftreten, insbesondere 
der Parkinsonschen Erkrankung eingesetzt werden, zu modi- 
f izieren. 

Analog zur Suche nach Arzneimitteln, die einen bestimmten mit 
neurodegenerativen Erkrankungen, wie der Parkinsonschen 
Erkrankung, assoziierten Phanotyp unterdrucken fczw.. verstir- 
ken f kflnnen die erf indungsgemaSen Nematoden, z.B. C. elegans, 
auch dazu benutzt werden, um weitere Gene zu ident if izieren, 
die dieselbe Funktion haben. Dazu wird ein erf indungsgemafier 
transgener Stamm oder eine Mutante in einem der vorstehend 
eriauterten Kandidatengene verwendet. In einem n&chsten 
Schritt wird der Phinotyp, ausgeldst durch das Transgen oder 
die Mutation, durch zusatzliche Mutation (en) in anderen Genen 
manipuliert. Dies erfolgt in der Regel durch ungerichtete 
MutageneBe, beispielsweise durch Einsatz mutagenisierender 
Chemikalien (z.B. MMS, Methylmethansulfonat ; EMS, Ethylmethan- 
sulfonat; NNG, N-Methyl -N' -nitro-N-nitrosoguanidin) oder 
Bestrahlung. 



Man kann auf diese Weise zusatzliche Mutationen finden, die 
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den Phanotyp kompensieren Oder verstarken (Suppressor- bzw. 
Enhancer- /Verst&rkermutanten) . Die betroffenen Gene sind Kan- 
didaten fur weitere Gene im selben Signalweg oder Kandidaten 
fur Gene in parallelen Signalwegen. Jedes dieser so neu aufge- 
fundenen Gene stellt daher wieder ein 2ielgen filr eine pharma- 
kologische Intervention, z.B. filr die Identif izierung oder 
Entwicklung von Arzneimitteln (z.B. mit Wirksamkeit gegenOber 
einem Genprodukt des fraglichen Gens) oder fur die Entwicklung 
von Gentherapeutika, dar. 

Dieser Aspekt stellt neben dem pharmakologischen einen der 
wicihtigsten Aspekte der erf indungsgemii&en Tiermodelle und ins- 
besondere des C. elegans-Tiermodells dar (Stichwort: ^pathway 
dissection", Identif izierung der genetischen Komponenten eines 
Signalwegs) . 

Dementsprechend umfafit die Erf indung auch ein Verfahren zur 
Identif izierung und/oder Charakterisierung von Genen, die in 
mutiertem oder unmutiertem Zustand zur Privention oder Behand- 
lung von neurodegenerativen Erkrankungen, einschlieSlich 
jenen, bei denen plaqueahnliche Ablagerungen im Nervensystem 
auftreten, insbesondere der Parkinsonschen Erkrankung wirksam 
sind, welches die folgenden Schritte umfaSt, 

an erf indungsgemaSen Organismen eine ungerichtete Mutage- 

nese vorzunehmen, 

an den aus der Mutagenese resultierenden Organismen 
gegebenenfalls f eststellbare Verinderungen des Ph&notyps, 
der mit der aberranten oder fehlenden Genexpression des 
mindestens einen mit derartigen Erkrankungen in Verbindung 
stehenden Gens, wie sie im Vorangegangenen erl&utert wur- 
den, assoziiert ist, verglichen mit den fur die ungerich- 
tete Mutagenese verwendeten Ausgangsorganismen zu bestim- 
men und 

das oder die Gene, die infolge ihrer Mutation fur die in 
dem vorangegangenen Schritt beobachteten Veranderungen des 
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Phanotyps verantwortlich sind, zu identif izieren. 

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Identif izierung 
und/oder Charakterisierung von Genen, die in mutiertem oder 
unmutiertem Zustand in der Lage sind, die Wirkung von Arznei- 
mitteln und/oder Genen, die zur Prevention Oder Behandlung von 
neurodegenerativen Erkrankungen, einechliefilich jenen, bei 
denen plaqueahnliche Ablagerungen im Nervensystem auftreten, 
insbesondere der Parkinsonschen Erkrankung eingesetzt werden, 
zu modif izieren, welches die Schritte umfafit: 

an erfindungsgemafien Organismen eine ungerichtete Mutage- 

nese vorzunehmen, 

aus den aus der Mutagenese resultierenden Organismen Nach- 
kommen identischer Art zu erzeugen, 

an den jeweils identischen Nachkommen einen gegebenenf alls 
vorliegenden Phanotyp, der mit der aberranten oder fehl en- 
den Genexpression des mindestens einen mit derartigen 
Erkrankungen in Verbindung stehenden Gens, wie sie im 
Vorangegangenen erlautert wurden, assoziiert ist, zu 
bestimmen, 

den in dem vorangegangenen Schritt an den Nachkommen 
bestimmten Phanotyp mit dem entsprechenden Phanotyp der 
erf indungsgem&Gen Ausgangsorganismen zu vergleichen, 
an den jeweils identischen Nachkommen, die den gleichen 
Phanotyp wie die Ausgangsorganismen zeigen, Veranderungen 
des Ph&notyps, der mit der aberranten oder fehlenden Gen- 
expression des mindestens einen mit derartigen Erkrankun- 
gen in Verbindung stehenden Gens, wie sie im Vorangegange- 
nen erlautert wurden, assoziiert ist, in .Gegenwart des zu 
untersuchenden Arzneimittels oder bei Expression des zu 
untersuchenden Gens zu bestimmen, und 
die bestimmten Veranderungen des Phanotyps mit den 
Veranderungen des Phanotyps der Ausgangsorganismen in 
Gegenwart des zu untersuchenden Arzneimittels oder bei 
Expression des zu untersuchenden Gens zu vergleichen, urn 
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gegebenenf alls auftretende Abweichungen der Phanotypver&n- 
derung. f est zuste lien, und 

das oder die Gene, die infolge ihrer Mutation ftir die in 
dem vcrangegangenen Schritt gegebenenfalls f estgestellten 
Abweichungen der Phanotypveranderungen verantwortlich 
sind, zu identif izieren. 

Die Identif izierung der betreffenden Gene kann auf unter- 
schiedliche, den Fachleuten auf diesem Gebiet bekannte Weisen, 
beispielsweise durch Rekombinationsanalyse, erfolgen. Kann das 
gesuchte Gen auf eine begrenzte Zahl von Kandidatengenen ein- 
gegrenzt werden, kann beispielsweise auch eine gerichtete 
Mutation von entsprechenden Ausgangsorganismen durchgefuhrt 
werden und die daraus result ierenden Ph^notypveranderungen 
oder Phanotypveranderungsabweichungen bestimmt werden, um zu 
ermitteln, ob ein Kandidatengen nach Mutation tatsachlich fur 
die Phanotypveranderungen oder Ph&notypver&nderungsabweichun- 
gen in Frage kommt . 

In diesem Zusatnmenhang kann beispielsweise auch eines der fol- 
genden Verfahren zum Einsatz kommen: 

(a) ein Verfahren zur Untersuchung eines Gens hinsichtlich 
Wirksamkeit bei der Behandlung und/oder Prevention von 
neurodegenerativen Erkrankungen, einschliefilich jenen, 
bei denen plaqueahnliche Ablagerungen ira Nervensystem 
auftreten, welches umfafit, in einem erf indungsgemcLfien 
Organismus das mutierte oder unmutierte Gen zu exprimie- 
ren und Veranderungen des Phanotyps, der mit der aberran- 
ten oder fehlenden Genexpression des mindestens einen mit 
derartigen Erkrankungen in Verbindung stehenden Gens, wie 
sie im Vorangegangenen erl&utert wurden, assoziiert ist, 
zu bestimmen, oder 
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(b) ein Verfahren zur Untersuchung einer Gens hinsichtlich 
einer Eignung, die W'irkung eines Arzneimittels bei der 
Behandlung und/oder Prevention von neurodegenerative!! 
Erkrankungen, einschlieSlich jenen, bei denen plaque^hn- 
liche Ablagerungen im Nervensystem auftreten, zu modifi- 
zieren, wobei das Verfahren umfafit, 

einen erf indungsgemaSen Organismus dem Arzneimittel auszu- 
setzen und die aufgrund der Arzneimittelwirkung auftreten- 
den Veranderungen des Phfinotyps, der mit der aberrant en 
oder fehlenden Genexpression dee mindestens einen rait der- 
artigen Erkrankungen in Verbindung stehenden Gens, wie sie 
ira Vorangegangenen erlautert wurden, assoziiert ist, zu 
bestimmen, 

mindestens ein weiteres Exemplar des Organismus der in dem 
vorigen Schritt verwendeten Art, in dem zus&tzlich das zu 
untersuchende Gen exprimiert wird, dem Arzneimittel auszu- 
setzen und gegebenenfalls auftretenden Veranderungen des 
PhSnotyps mit den aufgrund der Arzneimittelwirkung allein 
auftretenden Veranderungen des Ph£notyps, der mit der 
aberrant en oder fehlenden Genexpression des mindestens 
einen mit derartigen Erkrankungen in Verbindung stehenden 
Gens, wie sie im Vorangegangenen erlautert wurden, assozi- 
iert ist, zu vergleichen. 

Fur die Identif izierung von Arzneimitteln und Wirksubstanzen 
konnen anhand der neu identif izierten Gene entsprechende Orga- 
nismen mit aberranter oder fehlender Genexpression bezttglich 
jener neu identif izierten Gene erzeugt werden und Arzneimit- 
telkandidaten ganz entsprechend den vorstehenden Erl&uterungen 
untersucht werden. Alles, was im Vorangegangenen z.B. zu den 
erf indungsgemaSen Organismen, zur Arzneimittelidentif izierung 
oder -untersuchung, zur Arzneimittelherstellung usw. gesagt 
wurde, gilt hier entsprechend. 

Schliefilich umfafit die Erfindung auch die Verwendung von dem 
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speziellen, aus C. elegans. stammenden- Parkingen, zur Herstel- 
lung eines Gentherapeutikums zur Prevention Oder Behandlung 
von neurodegenerativen Erkrankungen, einschlie&lich jenen, bei 
denen plaque&hnliche Ablagerungen im Nervensystem auftreten, 
(Amyloidosen) und insbeeondere der Parkinsonschen Erkrankung. 
Derartige Gentherapeutika werden insbesondere dann zum Einsatz 
kommen, wenn bei einem Patienten oder einer Person, die noch 
keine Symptome einer derartigen Erkrankung zeigt, Defekte oder 
Mutationen in einem bestimmten der genannten Gene festgestellt 
wurden und diese Defekte bzw. Mutationen bekanntermaSen mit 
dem Ausbruch, dem Verlauf oder der St&rke derartiger Erkran- 
kungen und mdglicherweise auch der Weitergabe derartiger 
Erkrankungen an Nachkommen in Verbindung stehen. 

Daruber hinaus betreffen weitere Aspekte der Erfindung iso- 
lierte Nukleinsauremolekule, insbesondere DNA-, aber auch z.B. 
RNA-Molekule , die ein Parkin aus C. elegrans mit der in Fig. 3 
angegebenen Aminos&ureseguenz kodieren, insbesondere jene, die 
eine in Fig. 3 angegebene Nukleinsauresequenz aufweisen. Von 
der Erfindung ebenfalls umfaSt werden isolierte Nukleinsaure- 
molekille, deren Nukleotidsequenz mindestens 75%, insbesondere 
mindestens 80%, speziell mindestens 85%, bevorzugt mindestens 
90%, besonders bevorzugt mindestens 95% und am meisten bevor- 
zugt mindestens 98% Sequenzahnlichkeit zu den efwahnten Nuk- 
leinsauremolekulen aufweisen, insbesondere solche, die unter 
stringenten Bedingungen mit den erwahnten Nukleins£uremoleku- 
len hybridisieren. Vorzugsweise erfolgt eine solche Hybridi- 
sierung unter niedrig stringenten Bedingungen, in einer weite- 
ren Aus fuhrungs form auch bei hochstringenten Bedingungen. Im 
Rahmen dieser Beschreibung wird unter niedrig stringenten 
Bedingungen eine Hybridisierung in 3 x SSC bei Raumtemperatur 
bis 65 °C und unter hochstringenten Bedingungen eine Hybridi- 
sierung in 0,1 x SSC bei 68°C verstanden. SSC steht als Abktir- 
zung fur einen 0,15 M Natriumchlorid, 0,015 M Trinatrium- 
citrat-Puf f er. 
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Die erf indungsgemafcen Nukleinsauremolekiile mit Nukleinsaurese- 
quenzahnlichkeit zu der in Fig. 3 angegebenen Nukleinsaurese- 
quenz umfassen insbesondere auch allelische Varianten der 
angegebenen Nukleinsauresequenz. 

Die Erfindung erstreckt sich auch auf die Nukleinsauremolekule 
mit jeweils zu den oben erlauterten Nukleinsauresequenzen kom- 
plementarer Nukleinsauresequenz. 

Der Begriff „isoliertes Nukleins&uremolekill" bezieht sich im 
vofliegenden Zusammenhang auf Nukleinsauremolekule, die im 
wesentiichen gereinigt von der Hauptmenge der andersartigen 
Nukleinsauremolekiile aus den Ausgangs- bzw. Produzentenzellen 
vorliegen. Praparationen von erf indungsgemafien isolierten Nuk- 
leir.sauremolekulen konnen jedoch ohne weiteres weitere 
Bestandteile, wie Salze, Mediumsubstanzen oder auch restliche 
Bestandteile der Produzentenzellen, wie z.B. diverse Proteine, 
enthalten. 

Die Erfindung erstreckt sich auch auf Fragmente der vorstehend 
erlauterten Nukleinsauremolekiile, insbesondere solche, die 
Nukleinsaureabschnitte enthalten, die fur die Funktion des 
Expressionsprodukts, d.h. Parkin, erf orderliche' Aminos&urese- 
quenzbereiche kodieren. Im letzteren Falle kann das Expressi- 
onsprodukt eines solchen Nukleinsauref ragments eine dem voll- 
standigen Parkinprotein aquivalente Wirksamkeit/Aktivitat oder 
auch eine erh6hte oder geringere Wirksamkeit/Aktivitat aufwei- 
sen; bevorzugt ist in jedem Falle, dafi das Expressionsprodukt 
in der Lage ist, die von dem vollstandigen Parkinprotein aus- 
geiibte(n) Wirkung(en) in irgendeinem Mafie noch auszuOben. Des 
weiteren erstreckt sich die Erfindung auch auf solche Frag- 
mente, die beispielsweise als hochspezif ische Hybridisierungs- 
sonden, PCR- oder Sequenzierungsprimer oder auch als „anti- 
sense"- oder „ sense "-Nukleotide zum spezifischen ^homology- 
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dependent "gene silencing* des Parkingens eingesetzt werden 
konnen. Derartige Fragmente werden je nach Verwendungszweck 
mindestens 15, haufig jedoch 25 und mehr Nukleotide umfassen. 
Fur derartige Verwendungszwecke kann ein erf indungsgem&fies 
Nukleinsaurefragment auch, sofern erforderlich, ein Oder meh- 
rere Markierungs- oder Nachweismolekul (e) , z.B. ein Digoxige- 
nin-Molektil oder ein Biotin-Molektil, aufweisen. 

Des weiteren umfafit sind Konstrukte, Vektoren, Plasmide, Cos- 
mide, Bacmide, YACs, BACs, Virus- oder Phagengenome , die eines 
der erlauterten isolierten NukleinsSuremolekiile enthalten. 
Unter Konstrukten werden hier u.a. verstanden: 

Konstrukte, die erf indungsgem^fie Nukleins&uremolekule bzw. 

-molekul fragmente unter der Kontrolle eines Promotors ent- 

halten, 

Genkonstrukte, die erf indungsgem&Se Nukleins&uremolekille 
bzw. -molektilfragmente fusioniert an andersartige Gene 
bzw. Genabschnitte enthalten, 

Konstrukte, die z.B. fur eine Verwendung als PCR-Primer 
erf indungsgemafie Nukleinsauref ragmente erg§nzt urn zusatz- 
liche Nukleotidsequenzabschnitte, die filr eine Klonierung 
(der aus der PCR-Amplif ikation result ierenden Produkte) 
geeignete Restriktikonsstellen bereitstellen, umfassen. 

Sin weiterer Aspekt betrifft die Polypeptide oder Proteine, 
die von den erlauterten Nukleins&uremolekfllen kodiert werden, 
insbesondere ein Parkin aus C. elegans mit der in Fig. 3 ange- 
gebenen Aminosauresequenz sowie davon durch Substitution, 
Modif izierung, Deletion, Insertion oder Hinzufugung von Amino- 
sauren abgeleitete Polypeptide oder Proteine, die mindestens 
75%, insbesondere mindestens 80%, speziell mindestens 85%, 
bevorzugt mindestens 90%, besonders bevorzugt mindestens 95% 
und am meisten bevorzugt mindestens 98% Sequenzahnlichkeit zu 
den erwahnten Aminosauresequenzen aufweisen. Die Brfindung 
umfafct gleichfalls Fragmente der obigen explizit angegebenen 
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Polypeptide oder Proteine und insbesondere solche-, die f\lr die 
Funktion des Parkinproteins aus C. elegans wesentliche Amino- 
sauresequenzabschnitte enthalten. In einer bevorzugten Ausfuh- 
rungsform der Erfindung sind dieae Fragmente in der Lage, die 
von dem vollst&ndigen Parkinprotein ausgeubte(n) Wirkung(en) 
in irgendeinem Mafie noch auszuuben. Gleichfalls umfaSt sind 
Fusionsproteine, die erf indungsgemaSe Polypeptide, Proteine 
oder Proteinfragmente fusioniert an ein andersartiges Protein 
oder einen andersartigen Proteinabschnitt , z,B. ein Marker- 
oder Indikatorprotein, enthalten. 

Die Erfindung erstreckt sich auch auf transgene Organismen, 
insbesondere Mikroorganismen, z.B. Bakterien, Viren, Proto- 
zoen, Pilze und Hefen, Algen, Pflanzen oder Tiere, wie auch 
Telle, z.B. Zellen, und Vermehrungsmaterial, z.B. Samen, von 
solchen transgenen Organismen, die eine rekombinante Nuklein- 
sauresequenz - ggf . in ein Chromosom integriert oder auch 
extrachromosomal - umfassen, die ein erf indungsgem&fies Nuk- 
leinsauremolekill, wie es soeben erl&utert worden ist, als 
Transgen enthalt. Unter einem bevorzugten Aspekt werden die 
transgenen Organismen das von dem erwahnten Transgen kodierte, 
Polypeptid oder Protein, d.h. Parkin aus C. elegans oder ein 
davon abgeleitetes Polypeptid oder Protein, auch exprimieren. 

Besonders interessante Verwendungen des Parkingens aus C. ele- 
gans bzw. von Mutanten desselben wurden bereits in frtiheren 
Abschnitten dieser Beschreibung erl&utert. 

KURZE ERLAUTERUNG DER FIGUREN 

Figur 1 : Struktur des C. elegans Faricin-Gens schematisch mit 
Exons und Introns und der Lokalisation der Deletionen der bei- 
den KO-Mutanten KOI und K02 (Lage: Parkingen: 308-2027; KOl- 
Deletion: 804-2550 und K02-Deletion: 382-1513). 



WO 01/70944 



33 



PCT7EP01/03214 



Ficur 2 \ Plasmid pLG0126, welches den C. elegans-ParJcin- Px.omo*. 
tor und das C. elegans Par£in-GFP-Fusionskonstrukt beinhaltet 
(SEQ ID NO: 3) (Promotor: 2-654; Parkingen: 655-2371; Exon 1: 
655-723; Exon 2: 769-914; Exon 3: 1005-1437; Exon 4: 1484- 
1574; Exon 5: 1854-2058; Exon 6: 2112-2186; Exon 7: 2233-2371; 
GFP? 2414-3133; 3 ' -UTR von unc-54 : 3179-3923; und Ampicillin- 
Resistenzgen: 5249-4389) . 

Figur 3 : Aminosaure- und cDNA-Nukleins&uresequenz des 
kodierenden Bereichs von Parkin aus C, elegans (SEQ ID NO:l 
und 2) ; Abweichungen der Nukleinsauresequenz von der im Inter- 
net verfugbaren Sequenz (CAB04599.1, Beatimmung nichtexperi- 
mentell) sind durch Grofcbuchstaben gekennzeichnet; Bestimmung 
durch RNA- Isolation, cDNA-Herstellung und nachfolgende Sequen- 
zierung. 

Figur 4 : (a) Express ionsmuster von GFP unter der Kontrolle des 
C. elegans- Parkin- Promoters und (b) Expressionsmuster des C. 
e2egans Parkin-GFP-Fusionskonstrukts (siehe pLG0126 in Fig. 2) 
unter der Kontrolle von 653 bp des C. elegrans-Parkin-Promotors 
in C. elegans (vgl. experiment el ler Teil 2.). Parkin-GFP wird 
in den allermeisten Neuronen exprimiert. Gezeigt in Fig. 4b 
sind Neuronen im Kopfbereich (A) und Schwanzbereich (D) rait 
den dazugehorigen Nomarski-Aufnahmen (B und E) '. "Parkin-GFP 
wird auch in den allermeisten Muskeln exprimiert. (C) in Fig. 
4b zeigt Muskelfasern in der Mitte des Wurms. 

Figur 5 : Plasmid pLG0082 (SEQ ID NO:4) , welches das Exon 3 des 
Ct elegans Parkin-Gens beinhaltet und ftir die RNAi Versuche 
verwendet wurde (vgl. experimenteller Teil 12.). 

Figur 6 : a) Muster der Auftragung auf der Platte beim Chemota- 
xisassay; b) Ergebnisse des Chemotaxisassays fur die C. ele- 
gans- Parkin- KOI -Warmer . 
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Fiqur 7 : Entwicklungsdauer der C. elegans-Wildtypwilrmer und 
der Parkin -KOI -Wurmer 

Figur 8 : Aufnahme von Eiern, die von Parkin- K02-W{irmern gelegt 
voir den. 

Fiqur 9 : GroSe der Nachkommenschaf t und Anzahl der Eier, die 
von Parkin-KOl-Wiirmern gelegt wurden. 

Figur 10 : Western-Blot mit Extrakten aus Wildtypwurmern (N2) 
und Wurmern, die das in das Genom integrierte, humane a-Synuc- 
lein A30P unter der Kontrolle des sel-12 Promotors exprimie- 
ren. Die verschiedenen Fraktionen der Proteinextraktion sind 
unterhalb des Blots gekennzeichnet : HOM, Homogenat; RIPA, 
RIPA-losliche Fraktion; SI', erster Waschschritt mit 5% SDS; 
SI''', dritter Waschschritt mit 5% SDS / UREA, Harnstof f -16sli- 
che Fraktion; FA ( Ameisensaure-losliche Fraktion. Schwarze 
Pfeile bezeichnen die fur a-Synuclein spezifischen Banden. 

Figur 11 : Analyse trangener Wurmer, die a-Synuclein A3 OP als 
extrachromosomales Array unter der Kontrolle des Promotors 
unc-119 exprimieren. Die Immunofirbung (A) wurde mit dem 
mcnoklonalen Antikdrper 15G7 durchgef uhrt . (B) Expression des 
GFP unter der Kontrolle des dat - Promotors . (C) DAPI Farbung; 
(D) Nomarski-Aufnahme. 

Figur 12 ; Ph&notyp transgener Wurmern, die das in das Genom 
integrierte, humane a-Synuclein A3 OP unter der Kontrolle des 
sel-12 Promotors exprimieren. (A) Nomarski-Aufnahme eines 
Wurms dessen Vulva aus dem K5rper herausgetreten ist (B; C) 
Transgener Wurm mit hervortretender Vulva und gest6rter Eiab- 
lage, in dem sich bereits geschlupfte Jungtiere befinden. 
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EX?ERIMENTELLER TEIL 



1 . Bioinformatik 

Das C. elegrans-Homologe des menschlichen Parkingens wurde 
durph eine Suche mit dem Programm BLAST auf den C. elegans 
Sequenzen, die durch das Nationale Zentrum fur Biotechnologi- 
sche Information ( www . ncbi . nlm . nih . gov ) zur Verfugung gestellt 
wecden, gefunden. Nested PCR Primer-Paare fur die Identifizie- 
rung von Deletionen wurden mit Hilfe des Programms Primer3 des 
MIT in Cambridge ( www . genome . wi . mi t . edu/ccri - 

biri/primer/primer3 www.cgi ) und einem Fenster von 3.2 - 3.3 kb 
entworfen und synthetisiert . 

2 . Expressionsmuster von Parkin in C. elegans 

Die Expression des Parkingens in C. elegans wurde mittels GFP- 
Reportergenen (GFP ~ green fluorescent protein) ana.lysiert. 

I. In einem ersten Schritt wurde das Plasmid pBY1013 kon- 
struiert, welches 4085 bp des Parkin- Promo tors und das GFP -Gen 
enthielt . 

4085 bp aus der 5 '-Region des Parkinlocus, amplif iziert als 
PCR-Produkt mit den Primem 

RB850 GGGCCGCGGCATGCGAATACAATGACGTAAGCGACGTGG (SEQ ID NO; 5) 
RB851 CC CGTCGACTCATCAGAC ATGCTTC ATGAGAGC (SEQ ID NO: 6), 

wurden als SphI - Sal I - PCR- Fragment in den Vektor pPD95.75 (Dr. 
Andre Fire, Carnegie Institution of Washington, Baltimore, MD, 
USA) kloniert. 

Ein PCR-Produkt aus einer Amplif ikation mit den Primern 
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RB853 GGGCCGCGGTTCGAATTTGAAGCTCGCTGCGT (SEQ ID NO: 7) 

RB916 CGCCCGGGAGCTCGTCGACCTATTAAACCAATGGTCCCATTGACACTC (SEQ ID 

NO: 8) 

wurde in den GFP-Vektor pBY1023 als Nhe 1/ Sal I - Fragment klo- 
niert. C. elegans-Wildtyptiere wurden mit dem resultierenden 
Plasmid pBY1013 transf ormiert . Semistabile transgene Linien 
wurden isoliert. Diese zeigten GFP -Expression in zahlreichen 
Neuronen und Muskeln (siehe Fig. 4a) . 

Besonders hervorzuheben sind die Expression in 
- ' den "anal sphincter"- und "anal depressor" -Muskeln zur 
• Steuerung der Defakierung, 

den Vulva- und Uterus -Muskeln zur Steuerung der Eiablage 
im gesamten Pharynx (Muskeln und Neuronen) , 
Schwanzneuronen, v. a. solchen mit langem Fortsatz im 
ventral nerve cord, 

Kopf neuronen im Bereich auSerhalb des Pharynx. 

II. Herstellung des Plasmids pLG0126 (enthalt 653 bp Parkin- 
Promotor + Parkingen + GFP-Gen als Fusionskonstrukt) 

Aus pBY1013 wurde mittels inverser PCR 3432 bp aus der 5'-Pro- 
motor-Region des Parkin-Gens herausgeschnitten und mittels 
Klenow-Polymerase wieder aufgefullt. In das resultierende 
Plasmid wurde dann das 1717 bp grofie Parkingen hinter den Par- 
kin-Promotor und vor das GFP (im Leserahmen mit dem Parkin- 
Gen) hineinkloniert . Das resultierende Plasmid pLG0126 (Fig. 
2) wurde in C. elega^s-Wildtyptiere transf ormiert . Semistabile 
transgene Linien wurden isoliert. Diese zeigten wie beim Plas- 
mid pBY1013 eine GFP- Expression in zahlreichen Neuronen (z.B. 
Kopf, Schwanz, Pharynx) und Muskeln (z.B, Pharynx, Vulva, Ute- 
rus) (siehe Fig. 4b) . 
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3 . Preparation von C. eleqans Eiem 

Ca. 8.000 jung-adulte Wildtyp-Tiere wurden mit M9-Puffer (22 
itM KH2PO4, 42 mM Na 2 HP0 4 , 86 mM NaCl, 1 mM MgS0 4 ) von den 
Agarplatten abgespult und in 15 ml Falcon-Rohrchen gesammelt, 
bis alle wurmer abgel6st waren. Danach wurde fur 5 min zentri- 
fugiert und der Uberstand abgesaugt. Das Wurm- Pellet wurde in 
10 ml M9-Puffer aufgenommen und erneut fur 3 min bei 3000 rpm 
zentrifugiert. Nach Wiederholung letzteren Vorganges wurden 10 
ml Bleichlosung (1.44% NaClO, 0.25 M KOH) zum Wurm-Pellet 
zugegeben. Nach Schutteln fur 4 min wurde die Eierpraparation 
fur 30 s bei 1.500 rpm zentrifugiert, der Oberstand abgesaugt 
und das Eier- Pellet in 10 ml M9 -Puffer aufgenommen. Danach 
wurde das Pellet 5 mal mit je 10 ml M9-Puffer gewaschen und 
jeweils fur 1-2 min bei 3.000 rpm zentrifugiert, 

4 . Herstellung von mutagenisierten Nematoden-Wurmern 

Fur die Herstellung der mutagenisierten Nematoden-Wurmstamme 
wurde das Eier-Pellet, resultierend aus der Eierpraparation, 
in 10 ml M9-Puffer aufgenommen und fur 20 h bei 20 °C im tJber- 
kopfschuttler geschuttelt. Am darauf folgenden Tag wurden die 
geschlupften Ll-Larven (je 6.000 pro Platte) auf 8 Platten 
(OP50-Bakterien beimpfte Agarplatten mit 9 cm Durchmesser) 
ausgesat und fur 60-70 h bei 15 °C inkubiert. Nach Abspulen 
der Tiere mit M9 -Puffer und Sammeln in Falcon-Rdhrchen wurden 
sie in M9-Puffer gewaschen bis der Uberstand nicht mehr von 
Bakterien getrubt war (Zentrifugationen waren jeweils fur 3 
min bei 1.000 rpm). AnschlieSend wurden 10.000-15.000 Tiere in 
ein neues Falcon-Rdhrchen uberfuhrt und mit Trimethylpsoralen 
(30 /zg/ml) versetzt. Die Mischung wurde 15 min auf dem Ober- 
kopfschuttler im Dunkeln inkubiert und nach dem Absetzen der 
Wurmer nach 3 min wurden diese auf eine trockene Agarplatte 
aufgetropft. Nach Eintrocknenlassen der Wurmer nach 2-5 min 
wurden diese fur 1 min bei 365 nm mit einer Dosis von 540 
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/iW/cm 2 bestrahlt. Danach wurden die Wurmer mit M9-Puffer abge- 
spfl-l-t, abzentrifugiert und das Pellet auf 3 neue Platten (9 cm 
Durchmesser und mit OP50-Bakterien beimpft) gegeben. Nach 
einer Inkubation fur 24 h bei 20 °C im Dunkeln wurde eine 
Eierpraparation durchgefuhrt (siehe oben} und iiber Nacht bei 
20 °C inkubiert. Die synchronisierten und mutagenisierten 
Fl/Ll-Tiere wurden danach abzentrifugiert und in S-Complete- 
Medium (200 mM NaCl, 50 mM KH 2 P0 4 , 13 mM Cholesterin, 10 mM 
Natriumcitrat, 3 mM CaCl 2 , 3 mM MgS0 4r 100 U/l Nystatin, 100- 
fach PSN-Antibiotik-Mix, Spurenelemente, HBIOI-Bakterien mit 
ODsoonm von 2.0) aufgenommen (400 Wurmer/ml) . Die Wurmsuspension 
wurde in 17-33 Mikrotiterplatten zu je 50 ill pro Well ausges&t 
und fur 5-6 Tage bei 20° C inkubiert. Nach Entnahme von je 
einem Viertel (12,5 fil pro Well) der Wurmsuspension fdr die 
Preparation der genomischen DNA und der Well-Lysate wurden die 
Wurmplatten zur Langzeitlagerung in Aufbewahrungsboxen gelegt, 
mit Parafilm verschlossen und bei 15 °C inkubiert. 

5 . Preparation von gepoolter genomischer DNA 

Jeweils ein Viertel der Wurmsuspension (12,5 /il pro Well) 
einer Originalplatte aus alien 96 Wells wurden in einem 15 ml 
Falcon-R6hrchen vereinigt und mit 1 ml M9-Puffer versetzt. Die 
Falcon-Rdhrchen wurden zweimal mit je 10 ml M9-Puffer gewa- 
schen (Zentrifugation fur 3 min bei 3.000 rpm) und schlieSlich 
mit 4 ml Waschpuffer (20 mM Tris-Puffer, pH 7,5, enthaltend 
100 mM NaCl und 50 mM EDTA) versetzt. Nach einer Zentrifuga- 
tion far 3 min bei 3.000 rpm wurde der tifoerstand bis auf 1 ml 
abgesaugt und zusammen mit dem Pellet mit einer Pasteurpipette 
in ein Eppendorf-Rohrchen \iberf\ihrt. In einer Eppendorf zentri- 
fuge wurde das Gemisch fiir 1 min bei 14.000 rpm abzentrifu- 
giert und der Uberstand bis auf 250 ill abgenommen. Dieser Rest 
wurde mit 350 /il Waschpuffer versetzt und bei -80 °C eingefro- 
ren. Nach dem Wiederauf tauen wurden 10 pi 10%-iges SDS, 2 /zl 
Proteinase K (20 mg/ml) und 1 /il (3-Mercaptoethanol dazugegeben, 
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durch Kippen gemischt und 1 h bei 65 °C verdaut. Ein wei teres 
Mai wurde 2 , 5 /zl Proteinase K (20 mg/ml) dazugegeben und wah- 
rend 1 h inkubiert. Danach wurde 2,4 /il RNAse A (10 mg/ml) 
zugegeben, durch Kippen gemischt und wahrend 15 min bei 37 °C 
inkubiert. Nach Zugabe von 250 jil Proteinf allungsldsung (Pro- 
mega) wurde jedes Eppendorf -R6hrchen 10 s gevortext, 5 min auf 
Eis gestellt und zentrifugiert (moglichst gekiihlt fOr 10-15 
min bei 14.000 rpm) . Der Oberstand, die DNA enthaltend, wurde 
vor,sichtig abgenommen und in ein neues Eppendorf -Rohrchen 
gegeben. Zu diesen Uberstanden wurden 500 /il Isopropanol dazu- 
geben, durch Kippen gemischt, fflr 5 min auf Eis gestellt und 
fur 10-15 min bei 14.000 rpm zentrifugiert. Der Oberstand 
wurde abgenommen und verworfen. Zum Pellet, die DNA enthal- 
tend, wurde 500 /il 70% Ethanol dazugegeben, durch Kippen 
gemischt und fur 10 min bei 14.000 rpm abzentrif ugiert . Der 
Oberstand wurde ganz sauber abpipettiert . Der Rest des Etha- 
nols wurde wegverdampf t, indem die Eppendorf -Rfihrchen of fen in 
einen 37 °C warmen Heizblock gestellt wurden. Das ttbriggeblie- 
bene Pellet wurde in 350 /il 10 mM Tris, 1 mM EDTA aufgenomraen 
und uber Nacht bei Raumtemperatur stehengelassen. Am nachsten 
Tag wurde die genomische DNA fur 1 h in den 50 °C heiSen Heiz- 
block gestellt und auf PCR-Platten verteilt. 

6. Herstellung von Well-Lvsaten 

Von einem Viertel der ausgesaten Wurmsuspension (12,5 /xl) wur- 
den Well-Lysate hergestellt, indem 12,5 /il der Wurmsuspension 
in 12,5 /il Lysepuffer (20 mM Tris-Puffer, pH 8,2 enthaltend 
100 mM KC1, 5 mM MgCl 2 , 0,9% NP-40, 0,9% Tween-20, 0,02% Gela- 
tine, 14,4 pg/ml Proteinase K) aufgenonimen, 6 h bei 65 °C ver- 
daut, zur Inaktivierung der Proteinkinase K 15 min bei 95 °C 
inkubiert und nach kurzem Abkuhlen bei -80 °C eingefroren 
wurde . 
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7 . Identif izierung von Deletionen mittels nested PCR 

Genomische DNA-Platten-Pools and Well-Lysate wurden mittels 
nested PCR auf Deletionen getestet. In der nested PCR wird 
zuerst eine PCR mit zwei Sufieren Primern und dann mit dem dar- 
aus entstehenden Produkt eine PCR mit zwei inneren Primern 
durchgefuhrt, urn eine hohere Spezifitat und bessere Amplifica- 
tion zu erhalten. Die genomische DNA wurde mit einem Proben- 
stempel (V & P Scientific, San Diego, USA) direkt in ein 
Gemisch gestempelt (Reaktionsvolumen von 25 fil) , welches Taq- 
Polymerase (Hoffmann-La Roche, 0 .5 Units /Reakt ion) , dNTP- 
Geniisch (0.2 mM) und Primer (0.4 /iM) enthielt. Die Reaktion 
lief wahrend 35 Zyklen auf 92 °C fir 20 Sek., 56 °C fflir 1 min 
und 72 °C fOr variable Zeiten (15-120 s) in Perkin-Elmer 
Maschinen des Typs 9700. 

8 . Analyse der Deletionen 

PCR-Produkte wurden mittels Agarosegelen (1% Agarose) analy- 
siert und im Falle der Identif izierung von gewttnBchten Deleti- 
onen sequenziert. 

9. Isolierung der Mutant en 

Die Wurmer im identif izierten Well; welches Wtaner mit der 
Deletion im Zielgen, d.h. mit kiirzeren PCR-Produkten im Ver- 
gleich zu den Wild-Typ Wurmern, enthielt, wurden aus der Flus- 
sigkultur herausgenommen und einzeln auf Agar-Platten gegeben. 
Nach erfolgreicher Selbstvermehrung wurden die Muttertiere mit 
verschiedenen Primern, die innerhalb und auSerhalb der Dele- 
tion lagen, auf homozygote und heterozygote warmern unter- 
sucht. Positive Stamme, d.h. Wurtnstamme mit Deletionen des 
Zielgens in entweder einem (heterozygote) oder beiden Allelen 
(homozygote) wurden funf Mai mit Wildtyp- Warmern ausgekreuzt, 
urn andere potentielle Mutationen zu beseitigen. Homozygote, 
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vier Mai ausgekreuzte Stamme wurden f\ir die weiteren Experi- 
ments verwendet . Hierbei wurden die in Fig. 1 dargestellten 
Mutant en Parkin KOI (Stammbezeichnung XY1003) und Parkin K02 
(Stammbezeichnung XY1046) erhalten. 

10. Phanotypisierung der Parkin-Knock-out-Mutanten KOI und K02 
a) Chemotaxisassay 

Methods: 

Pro zu testendem Wurmstamm wurden vier Platten aus 1.6% Agar, 
5 raM KH 3 P0 4 , 1 mM CaCl 2 und 1 mM MgSO, verwendet. Die Platten 
wurden wie in Fig. 6a) gezeigt aufgeteilt. 

Bei ( + ) und (-) wurden je 1 jil NaN 3 (1M) aufgetragen. Anschlie- 
Send wurde bei (+) 1 ^1 des angemessen verdttnnten Lockstoff es 
und bei (-) 1 Hi EtOH (100%) aufgetragen. Die warmer wurden auf 
acht grofcen Agar-Platten rait B. coli kultiviert, mit H 2 0 und 
Tween abgewaschen, 1 x bei 1000 rpm gewaschen und in 1 ml H 2 0 
und Tween aufgenommen. Pro Testplatte wurden 10 pi der Wurmsus- 
pension (ca. 100 Wurmer) aufgetragen. Durch Senkrechthalten 
der Testplatte wurden die Warmer entlang einer Linie verteilt, 
wodurch der identische Abstand zu Lockstoff und Negativkon- 
trolle erzielt wird. 

verwendete Lockstoff e waren Isoamylalkohol (1:200), Diacetyl 
(1:1000), Pyrazin (10 mg/ml) und 2,4,5-Trimethylthiazol 
(1:1000). Alle Substanzen wurden in 100% EtOH verdtant. Die 
Dauer des Assays betrug 90 min bei RT. Zum Immobilisieren der 
Wiirmer wurde anschliefiend Chloroform in den Deckel der Test- 
platten gegeben. 

Auswer tung : 

Die Wurmer, die sich nach Ablauf der Zeit innerhalb eines 
Radius von 1.5 cm urn den Lockstoff (A) bzw. die Negativkon- 
trolle (B) befanden, wurden ausgez^hlt. Aus diesen Werten 
konnte der Chemotaxis-Index wie folgt berechnet werden: 
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A - B 
A + B 

Resultate: 

Das Ergebnis ist in Fig. 6b) gezeigt. 

Der Parkin KOI -Wurmstamm reagierte nicht auf den Lockstoff 
Diacetyl (odr) . Der Parkin K02 -Wurmstamm verhielt sich analog 
(Ergebniase nicht gezeigt) . 

Ip) Bntwicklungsdauer 
Methode: 

10 ;Eier des zu testenden Wurmstammes wurden auf je eine kleine 
Platte gepickt. Ermittelt wurde die Zeit, bis erneut erste 
Eier auf der Platte liegen. 

Resultate: 

Beim Wildtyp haben 100% der Warmer nach 72 Stunden wieder 
erste Eier gelegt. Beim Parkin KOl-Wurmstamm war dies erst 
nach uber 100 Stunden der Fall. Die Bntwicklungsdauer des 
Parkin KOI war daher verlangsamt, wie in Fig. 7 gezeigt ist. 

c) Analyse frisch gelegter Eier 
Methode: 

Drei adulte Wurmer wurden auf eine frische Platte umgesetzt. 
Nach 30 bis 60 min konnten die kftrzlich gelegten Eier mit 

9 

Hilfe der Nomarski-Mikroskopie betrachtet werden. Beim Wild- 
typ -Wurmstamm wurden die Eier wahrend der Gastrulation (28 
Zellen) , bzw. bis zu einem Zellstadium von 50 Zellen (Beginn 
der Morphogenese) gelegt. In Fig. 8 sind zwei Eier gezeigt, 
die von Parkin K02-Wurmern gelegt wurden. 

Resultate; 

Die vom Parkin K02- Wurmstamm gelegten Eier befinden sich zum 
Teil in einem zu weit f ortgeschrittenen Zellstadium. Parkin 
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K02 hat damit einen partiellen Eiablagedef ekt (eg!) . Dieser 
wurde ebenf alls bei dent Parkin KOl-Wurmstamm beobachtet. 

d) Gr63e der Nachkommenschaf t 
Methode: 

Pro getestendem Wurmstamm wurden 10 Eier vereinzelt. Sobald 
diese erneut Eier legten, wurden die warmer im 24-Stunden- 
Rhythmus umgesetzt, bis keine Eier mehr gelegt wurden. Die 
Nachkommen wurden im Ll/L2-Stadium ausgezahlt. Somit konnte 
die Gesamt -Nachkommenschaf t bestimmt werden. Desweiteren 
konnte im gleichen Versuch der zeitliche Verlauf der Eiablage 
skizziert werden. 

Reeultatei 

Das Ergebnis ist in Fig. 9 gezeigt. 

e) Bestimmuna der Sinuskurve zur Uberprflf uncr d er Mobilitat 

Methode: 

5 jung adulte warmer wurden auf eine frische Platte gesetzt. 
Die im Bakterienrasen hinterlassene Sinusspur wurde anschlie- 
fcend via Bildschirm hinsichtlich Amplitude und Sinuslange ver- 
messen. 10 Spuren wurden auf Folie nachgezeichnet, welche dann 
uberlagert wurde. 

Resultate: 

Die Amplitude des Sinus bei Parkin KOI- und K02-Wurmstammen 
entsprach in etwa der Wildtypamplitude. Die Lange des Sinus 
war jedoch urn ca. 20% geringer als bei Wildtyp-Wurmstammen. 
Parkin KOI- und K02-Wurmstamme waren folglich bewegungsgestort 
{unc) . 
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f ) DefaJcation - 
Methode: 

Gemessen wurde die Zeitspanne zwischen den Ausscheidungen 
(expulsion), sowie zwischen pBoc (Darmkontraktion kurz vor der 
Ausscheidung) und der nachfolgenden Ausscheidung. Pro Wurm- 
stamm wurden 10 Tiere betrachtet. 

Resultate: 

Sowohl der Zyklus expulsion-expulsion als auch der Zyklus 
pBoc- expulsion waren bei Parkin KOI und Parkin K02 kurzer als 
bei Wildtyp. 

11. Komplementierung des C. elecrans Gens durch das homologe 
Humangen 

Fur die detaillierte molekulare Charakterisierung der Mutanten 
wurden diese einem Funktionstest unterzogen. Einerseits wurde 
getestet, ob die Phanotypen wirklich auf die Deletion im Ziel- 
gen zuruckzuf uhren sind und andererseits, ob C. elegans und 
humanes Zielgen funktionell konserviert sind. Deshalb wurden 
einerseits das deletierte C. el egans- Zielgen selber und ande- 
rerseits das homologe Humangen jeweils in die C. elegans 
knock- out -StSmme mit den Deletionen in den Zielgenen einge- 
setzt. Beide Gene wurden als cDNA-Konstrukte mit dem C. ele- 
gans- Promo tor (Fig. 2) eingesetzt, urn ein Express ionsmuster zu 
gewahrleisten, welches dem des Zielgens entspricht. Die Kon- 
strukte wurden direkt als Plasmide (50 ng/jzl) mit dera Injekti- 
onsmikroskop (Zeiss) in den Wurm eingeffthrt. Die Chemotaxis-, 
Entwicklungs-, Ei-, Defakations- und Mobilitatsdefekte konnten 
sowohl durch die Einftthrung des C. elegans- Parkin wie auch 
durch das humane Parkin ruckgangig gemacht werden. 
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12 . RNAi-Versuch mit dem C. eleqans Parkingen 

Zum Zweck der Durchfuhrung eines RNAi-Feeding-Experimentes zur 
Inaktivierung des Parkin-Gens wurde zunachst daa Plasmid 
pLG0082 (siehe Figur 5) konstruiert: ein 441 bp umfassendes 
DNA : Fragment, das einen Teil des Exons 3 des Parkin-Gens dar- 
stellt, wurde durch PCR-Amplif ikation unter Verwendung der 
Cligonukleotide 1-RNA1 und 1-RNA2 hergestellt. Durch die Wahl 
der Oligonukleotide wurden eine Ncol (5'seitig)- und eine PstI 
(3'seitig) -Restriktionsschnittstelle eingefuhrt. Nach der Iso- 
lierung des PCR-Fragments wurde es mit den entsprechenden 
Re£triktionsenzymen geschnitten und in den mit den gleichen 
Enzymen verdauten Vektor pPD129.36 (Dr. Andrew Fire, Carnegie 
Institution of Washington, Baltimore, MD, USA) ligiert. Auf 
diese Weise wurde das Parkin- Fragment zwischen zwei Promotoren 
der T7-RNA- Polymerase positioniert . 

Der E . coli-Stamm HT115 (Dr. Lisa Timmons, Carnegie Institu- 
tion of Washington, Baltimore, MD, USA) wurde mit dem Plasmid 
pLG0082 transformiert und Ampicillin-resistente Kolonien iso- 
liert. Dieser Stamm trigt eine chromosomale Kopie des Gens fur 
die T7-RNA- Polymerase unter der Kontrolle eines lacZ-Promotors 
und produziert daher nach Induktion mit 1 mM IPTG sense- und 
antisense-RNA von dem Exon 3 des Parkin-Gens. Das Wachstum der 
Wiirmer auf diesen Bakterien fuhrt zu einer Aufnahme der dop- 
pelstr^ngigen Parkin-RNA und einer daraus resultierenden Inak- 
tivierung des Parkin-Gens. 

Je Experiment wurden ftinf Wildtyp-Wtirmer im L3-Entwicklungs- 
stadium auf diesen Futterbakterien fflr etwa 2-3 Tage bei 15 °C 
angezogen. Nach einem Wechsel auf 20°C wurden deren Nachkommen 
anschlieSend ph&notypisch analysiert. 

1-RNA1: CAGACAAACCATGGTTCTCC (SEQ ID NO: 9) 
1-RNA2: CTTACTCTGCAGCAGAATTGG (SEQ ID NO: 10) 
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Es wurden Ei-, Defalcations- und Mobilit&tsdef ekte festge- 
stellt. 

13 . Herstellung einer C. eleaans-Mutante, die humanes g-Syirac- 
lein exprimiert 

Klonierung der Konstrukte 

Fur die Herstellung der Konstrukte, die a-Synuclein unter der 
Korftrolle des unc- 119- Promoters exprimieren, wurden die humane 
a-Synuclein-cDNA (Dr. Christian Haass, Ludwig-Maximilians-Uni- 
versitat Munchen) und die cDNAs der A53T und A30P Mutanten 
(Dr. Christian Haass, Ludwig-Maximilians -University MOnchen) 
mit Hilfe der PCR mit Primern araplif iziert , die Schnittstellen 
fur Sail enthielten. Die amplif izierten und geschnittenen DNA- 
Fragmente wurden in die Sall-Schnittstellen des Vektors 
pPD49.24 (Dr. Andrew Fire, Carnegie Institution of Washington, 
Baltimore, MD, USA) kloniert, in dem vorher der Promotor des 
C. eiegans-Gens unc-119 eingebracht worden war. Die 5'-Promo- 
tor-Region vor dem unc-119-Gen war mittels PCR und zwei Pri- 
mern aus dem Cosmid M142 amplif iziert worden. Daraus entstan- 
den die Konstrukte pBY456 (unc-119: :a-Synuclein wt) , pBY457 
(unc-119: :a-Synuclein A53T) und pBY458 (unc-119 :: a- Synuclein 
A30P! . 

Fur die Herstellung der Konstrukte, die a-Synuclein unter der 
Kontrolle des sel-12-Promotors exprimieren, wurden die humane 
a-Synuclein- cDNA und die cDNAs der A53T und A3 OP Mutanten mit 
Hilfe der Restriktionsenzyme MscI und Ncol aus den Konstrukten 
pBY456, pBY457 bzw. pBY458 herausgeschnitten . und in die MscI/ 
Ncol-Schnittstellen des Vektors pPD49.26 (Dr. Andrew Fire, 
Carnegie Institution of Washington, Baltimore, MD, USA) klo- 
niert, in dem vorher der Promotor des C. elegans-Gens sel-12 
eingebracht worden war. Die 5' -Promotor-Region vor dem sel-12 
Gen war mittels PCR und den zwei Primern RB759 und RB110 
(siehe unten) aus dem Cosmid C08A12 amplif iziert worden. Dar- 
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aus entstanden die Konstrukte pBY1158 (sel-12 : :a-Synuclein 
wt) , pBY1159 (sel-12: :a-Synuclein A53T) und pBY1160 {sel- 
12: :a-Synuclein A30P) . 

RB759: CCCGGCTGCAGCTCAATTATTCTAGTAAGC (SEQ ID NO: 11) 
RB110: GTCTCCATGGATCCGAATTCTGAAACGTTCAAATAAC (SEQ ID NO: 12) 

Der unc-119-Promotor fuhrte zu einer panneuronalen Expression, 
wahrend die Expression bei dem sel-12 -Promo tor neuronal und in 
einigen Muskelzellen erfolgte. 

Herstellung transgener Tiere 

Transgene wurden in C. elegans durch Mikroinjektion in die 
Gonaden (Mello et al. # 1992) eingebracht. Die oben beschriebe- 
nen a-Synuclein-Konstrukte wurden mit den Markerplasmiden 
pBY1153 (sel-12: :EGFP) bzw. pBY266 (dat::EGFP) coinjiziert und 
GFP-exprimierende Nachkommen selektioniert . 

Stamme, die das Transgen stabil im Chromosom integriert besit- 
zen, wurden durch Rdntgenbestrahlung (5000 rad) von Linien 
gewonnen, die transgene, extrachromosomale Arrays enthielten. 
Die Nachkomroen der rontgenbestrahlten Tiere wurden auf die 
100%-ige Weitergabe des transgenen Markers durchsucht. Urn 
eventuelle Hintergrundmutationen zu eliminieren, wurden die 
integrierten Linien mit Wildtypwilrmern (N2) zunlckgekreuzt . 

PAGE und Immunoblotting 

Die Extraktion der Proteine aus C. elegans, PAGE und Western 
Blotting wurden nach Okochi et al. (2000) durchgef vihrt . FAr 
die Immunofarbung der Western Blots wurde der monoklonaler 
Antikdrper 15G7 (Connex, Martinsried) in 1:4 VerdOnnung ver- 
wendet. Als sekundarer Antikdrper diente ein Peroxidase konju- 
gierter Goat a Rat -Antikdrper (Jackson) in der Verdilnnung 
1:5000. 
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Inununo f arbungen 

Die Immunofarbungen wurden nach einem Standardprotokoll (Finny 
et al. 1990) mit dem monoklonalen Antikorper 15G7 (Connex, 
Martinsried) unverdunnt durchgefuhrt . Als sekundarer Antik6r- 
per diente ein texas red gekoppelter Goat a Rat -Antikorper in 
der . Verdunnung 1:2000. 

a-Synuclein Aggregationen in Harnstof f extrakten in vitro 

Hafnstoff extrakte von Proteinen aus dem integrierten sel-12/a- 
Synuclein A30P-Wurm zeigen eine hochmolekulare Bande im Wes- 
tern Blot (Fig. 10) mit einem monoklonalen Antikorper gegen a- 
Synuclein, die in gleichbehandelten Extrakten aus N2-Wurmern 
nicht sichtbar ist. 

a-Synuclein Aggregationen in Neuronen in vivo 

Die Immunof&rbungen (Fig. 11) dea unc-119/a-Synuclein A30P mit 
einem monoklonalen Antikorper gegen a-Synuclein zeigen deutli- 
che Signale, sowohl im Zellk6rper, wie auch in Neuriten, wobei 
dort oft perlenkettenartige Farbung zu sehen ist. Dies deutet 
auf den Transport des a-Synuclein Proteins zur Prasynapse und 
dessen Akkumulationen in den Axonen hin. 

Defekte in der Eiablage und der Vulvaf ormation- ' 

warmer, bei denen das Konstrukt sel-12/a-Synuclein A30P stabil 
im Genom integriert vorliegt, zeigen eine Vulvadeformation (p- 
vul) und einen Defekt in der Eiablage [egl) (Fig. 12) . 

REFERENZLITERATUR 

1. Polymeropoulos, M.H. et al. Mutation in the alpha-synu- 
clein gene identified in families with Parkinson's disease 
[see comments] . Science 276, 2045-7 (1997) . 



WO 01/70944 



49 



PCT/EP01/03214 



2. Kitada, T. et al. Mutations in the parkin gene cause .auto- 
somal recessive juvenile parkinsonism [see comments] . 
Nature 392, 605-8 (1998) . 

3. Baumeister, R., Liu, Y. & Ruvkun, G. Lineage-specific 
regulators couple cell lineage asymmetry to the transcrip- 
tion of the C. elegans POU gene unc-86 during neurogenesis. 
Genes Dev. 10, 1395-1410 (1996). 

4. Way, J.C. & Chalfie, M. The mec-3 gene of Caenorhabditis 
elegans requires its own product for maintained expression 
and is expressed in three neuronal cell types. Genes Dev. 
3, 1823-1833 (1989) . 

5. Hobert, 0. et al. Regulation of interneuron function in 
the C. elesrans thermoregulatory pathway by the ttx-3 LIM 
homeobox gene. Neuron 19, 345-57 (1997). 

6. Dunnett, S.B. and Bjorklund, A, Prospects for new restora- 
tive and neuroprotective treatments in Parkinson's dis- 
ease. Nature 399, A32-A39 (1999). 

7. Hattori, N. et al . Molecular genetic analysis of a novel 
Parkin gene in Japanese families with autosomal recessive 
juvenile Parkinsonism: evidence for variable homozygous 
deletions in the Parkin gene in affected individuals. Ann. 
Neurol. 44, 935-941 (1998) . 

8. Liu, L.X. et al. High- throughput isolation of Caenorhabdi- 
tis elegans deletion mutants. Genome Res. 9, 859-867 
(1999) . 

9. Olanow, C.W. and Tatton, W.G. Etiology and pathogenesis of 
Parkinson's disease. Annu. Rev. Neurosci. 22, 123-144 
(1999) . 

10. Yandell, M.D., Edgar, L.G. and Wood, W.B. Triraethylpsora- 
len induces small deletion mutations in Caenorhabditis 
elegans. Proc. Natl. Acad. Sci. 91, 1381-1385 (1994). 

11. Clayton, D.P. and George, J.M. The synuclein: a family of 
proteins involved in synaptic function, plasticity, neuro- 
degenerat ion and disease. TINS 21, 249-254 (1998). 



WO 01/70944 



50 



PCT/EP01/03214 



12. Giasson, B.I., Murray, I., Trojanowski , J.Q. and Lee, V.M. 
A hydrophobic stretch of 12 amino acid residues in the 
middle of alpha- synuclein is essential for filament assem- 
bly. J. Biol. Chem. 26, 2380-2386 (2000). 

13. Feany, M.B. and Bender, W.W. A parkinson model of parkin- 
son*s disease. Nature 404, 394-398 (2000). 

14. Finney, M. and Ruvkun, G. The unc-86 gene product couples 
cell lineage and cell identity in C. elegans. Cell 63, 

. 895-905 (1990) . 

15. Kruger, R. et al. Ala30Pro mutation in the gene encoding 
alpha- synuclein in Parkinson's disease. Wat Genet. 18, 
106-8 (1998) . 

16. Masliah, E. et al. Dopaminergic loss and inclusion body 
formation in alpha -synuclein mice: implication for 
neurodegenerative disorders. Science 287, 1265-1269 
(2000) . 

17. Mello, C.C., Kramer, J.M., Stinchcomb, D. and Ambros, V. 
Efficient gene transfer in C. elegans. Extrachromosomal 
maintainance and integration of transforming sequences. 
EMBO J. 10, 3959-3970 (1992). 

18. Okochi # M. et al. A loss of function mutant of the 
presenilin homologue SEL-12 undergoes aberrant 
endoproteolysis in caenorhabditis elegans and increases 
abeta 42 generation in human cells. J. Biol'. Chem. 215, 
40925-32 (2000) . 

19. Zamore, P.D. et al . , RNAi: Double-stranded RNA directs the 
ATP-dependent cleavage of mRNA at 21 to 23 nucleotide 
intervals. Cell 101, 25-33 (2000). 



WO 01/70944 



51 



PCT/EPO 1/032 14 



PATENT ANSPRfiCHE 

1. Nematode, der eine aberrante oder fehlende Expression min- 
destens eines Gens, das mit der Parkinsonschen Erkrankung 
in Zusammenhang stehc, aufweist. 

2. Nematode nach Anspruch 1, wobei das Gen ein Parkingen 
und/oder ein a-Synucleingen ist. 

3. Nematode nach Anspruch 2, dessen Parkingen ganz oder teil- 
weise deletiert ist. 

4. Nematode nach Anspruch 2, dessen Parkingen durch die RNA 
interf erence-Technik zumindest vorilbergehend inaktiviert 
wurde . 

5. Nematode nach Anspruch 2, in welchen ein humanes ct-Synuc- 
leingen eingefilhrt wurde. 

6. Nematode nach einem der Ansprtlche 1 bis 5, in dem ein 
humanes Parkingen oder ein dazu homologes Gen als Transgen 
exprimiert wird. 

7. Nematode nach einem der Anspruche 1 bis 5, in dem ein 
humanes a-Synucleingen oder ein dazu homologes Gen als 
Transgen exprimiert wird. 

8. Nematode nach einem der Ansprtiche 1 bis 7, bei dem die 
aberrante Genexpression in mindestens einer der folgenden 
Formen erfolgt; 

in Form einer verst^rkten Genexpression, die zur Erzeugung 
einer gegenuber dem Wildtyp-Gen erhdhten Menge von 
Transkriptions- und/oder Translationsprodukt des betref- 
fenden Gens fiihrt, 
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in Form einer verringerten Genexpression, die zur Erzeu- 
gung einer gegenuber dem Wildtyp-Gen verringerten Menge 
von Transkriptions- und/oder Translationsprodukt des 
betref fenden Gens fuhrt, 

in Form einer Expression eines mutierten Gens oder 

in Form einer Expression eines zu dem Organismus homologen 

oder heterologen Gens. 

9. ' Nematode nach einem der Anspruche 1 bis 8, der einen mit 

der aberranten oder fehlenden Genexpression des Parkin- 
und/oder a-Synucleingens assoziierten Ph&notyp aufweist. 

10. Nematode nach Anspruch 9, wobei der Phanotyp, der mit der 
aberranten oder fehlenden Genexpression des Parkingens 
assoziiert ist, mindestens einer der folgenden ist: 

Ein Chemotaxisdef ekt , 

Ein Eiablagedefekt, 

Eine verlangsamte Entwicklungsdauer , 

Eine verringerte Anzahl an Nachkommen, 

Koo r d i nations pr ob 1 erne , 

Ein Def akationsdef ekt , 

Eine verlangsamte Fortbewegung, sowie 

Eine verkurzte Kdrperl^nge. 

11. Nematode nach Anspruch 9, wobei der Phanotyp, der mit der 
aberranten oder fehlenden Genexpression des a-Synuclein- 
gens assoziiert ist, mindestens einer der folgenden ist: 
Ein Eiablagedefekt, 

Ein Defekt bei der Vulvaf ormation, 
Ablagerungen von a-Synuclein, 
Eine verlangsamte Entwicklungsdauer, sowie 
Eine verringerte Anzahl an Nachkommen. 
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12. Nematode nach einem der Anspruche 1 bis 11, der e in Nema- 
tode der Gattung Caenorhabditls, beispielsweise C. ele- 
gans, C. vulgaris Oder C. Jbrigrgsae, ist. 

13 . Verwendung de9 Nematoden nach einem der Anspruche 1 bis 12 
als Modellorganismus ftir neurodegenerative Erkrankungen . 

14. Verwendung nach Anspruch 13, wobei die neurodegenerativen 
Erkrankungen derart sind, dass plaque^hnliche Ablagerungen 
im Nervensystem auftreten. 

15. Verwendung nach Anspruch 13 oder 14, wobei die neuro- 
degenerative Erkrankung die Parkinsonsche Erkrankung ist. 

16. Verwendung des Organismus nach einem der Anspruche 1 bis 
12 zur Untersuchung der Mechanismen der Krankheitsentste- 
hung, des Krankheitsverlauf s und/oder der Propagation von 
neurodegenerativen Erkrankungen, einschlieSlich jenen, bei 
denen plaqueahnliche Ablagerungen im Nervensystem auftre- 
ten, insbesondere der Parkinsonschen Erkrankung. 

17 . Verwendung des Organismus nach einem der Anspruche 1 bis 
12 zur Identifizierung und/oder Charakterisierung von Arz- 
neimitteln zur Prevention oder Behandlung von neurodegene- 
rativen Erkrankungen, einschliefclich jenen, bei denen pla- 
queahnliche Ablagerungen im Nervensystem auftreten, insbe- 
sondere der Parkinsonschen Erkrankung. 

18. Verwendung des Organismus nach einem der Anspruche 1 bis 
12 zur Identifizierung und/oder Charakterisierung von 
Wirkstoffen, die in der Lage sind, die Wirkung von Arznei- 
mitteln, die zur Prevention oder Behandlung von neurodege- 
nerativen Erkrankungen, einschliefclich jenen, bei denen 
plaqueahnliche Ablagerungen im Nervensystem auftreten, 
insbesondere der Parkinsonschen Erkrankung eingesetzt wer- 
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den, zu modif izieren. 

19. Verfahren zur Untersuchung einer Substanz hinsichtlich 
Wirksamkeit bei der Behandlung und/oder Prevention von 
neurodegenerativen Erkrankungen, einschlieSlich jenen, bei 
denen plaqueahnliche Ablagerungen im Nervensystem auftre- 
ten, welches umfasst, einen Nematoden nach einem der 
Ansprtiche 1 bis 12 der Substanz auszusetzen und Verende- 
rungen des Phanotyps zu bestimmen. 

20. Verfahren zur Untersuchung einer Substanz hinsichtlich 
einer Eignung, die Wirkung eines Arzneimittels bei der 
Behandlung und/oder Prevention von neurodegenerativen 
Erkrankungen, einschliefilich jenen, bei denen plaqueahnli- 
che Ablagerungen im Nervensystem auftreten, zu modifizie- 
ren, wobei das Verfahren umfasst, 

einen Nematoden nach einem der Anspruche 1 bis 12 dem Arz- 
neimittel auszusetzen und die aufgrund der Arzneimittel- 
wirkung auf tretenden Verenderungen des Phanotyps zu 
bestimmen, 

mindestens ein weiteres Exemplar des Nematoden der in dem 
vorigen Schritt verwendeten Art dem Arzneimittel in Gegen- 
wart der Substanz auszusetzen und gegebenenf alls auftre- 
tenden Verenderungen des Phinotyps mit den aufgrund der 
Arzneimittelwirkung allein auftretenden Veranderungen des 
Phanotyps zu vergleichen. 

21. Substanz mit Wirksamkeit bei der Behandlung und/oder 
Prevention von neurodegenerativen Erkrankungen, ein- 
schliefilich jenen, bei denen plaqueahnliche Ablagerungen 
im Nervensystem auftreten, oder Substanz mit einer Eig- 
nung, die Wirkung eines Arzneimittels bei der Behandlung 
und/oder Prevention von neurodegenerativen Erkrankungen, 
einschlieSlich jenen, bei denen plaqueahnliche Ablagerun- 
gen im Nervensystem auftreten, zu modif izieren, die mit- 



WO 01/70944 



55 



PCT/EP01/03214 



tels eines Verfahrens nach einem der Anspruehe 19 oder 20 
identif iziert worden ist, 

22. Verwendung des Nematoden nach einem der Anspruehe 1 bis 12 
zur Identif izierung und/oder Charakterisierung von weite- 
ren Genen, die in Zusammenhang mit den Mechanismen der 
Krankheitsentstehung, des Krankheitsverlauf s und/oder der 
Propagation von neurodegenerativen Erkrankungen , ein- 
schlieftlich jenen, bei denen plaqueahnliche Ablagerungen 
im Nervenaystem auftreten, insbesondere der Parkinsonschen 
Erkrankung, stehen. 

23. Verwendung des Nematoden nach einem der Anspruehe 1 bis 12 
zur Identif izierung und/oder Charakterisierung von Genen, 
die in mutiertem oder unmutiertem Zustand zur Prevention 
oder Behandlung von neurodegenerativen Erkrankungen, ein- 
schliefilich jenen, bei denen plaqueahnliche Ablagerungen 
im Nervensystem auftreten, insbesondere der Parkinsonschen 
Erkrankung wirksam sind. 

24. Verwendung des Nematoden nach einem der Anspruehe 1 bis 12 
zur Identif izierung und/oder Charakterisierung von Genen, 
die in mutiertem oder unmutiertem Zustand in der Lage 
sind, die Wirkung von Arzneimitteln und/oder Genen, die 
zur Prevention oder Behandlung von neurodegenerativen 
Erkrankungen, einschlieSlich jenen, bei denen plaqueahnli- 
che Ablagerungen im Nervensystem auftreten, insbesondere 
der Parkinsonschen Erkrankung eingesetzt werden, zu modi- 
fizieren. 

25. Verfahren zur Identif izierung und/oder Charakterisierung 
von Genen, die in mutiertem oder unmutiertem Zustand zur 
Prevention oder Behandlung von neurodegenerativen Erkran- 
kungen, einschliefclich jenen, bei denen plaqueahnliche 
Ablagerungen im Nervensystem auftreten, insbesondere der 



WO 0 1/70944 



56 



PCT/EPOl/03214 



Parkinsonschen Erkrankung wirksam sind, welches die fol- 
genden Schritte umfasst, 

an Nematoden nach einem der Anspruche 1 bis 12 eine unge- 
richtete Mutagenese vorzunehmen, 

an den aus der Mutagenese resultierenden Nematoden gegebe- 
nenfalls f eststellbare Veranderungen des Phanotyps, der 
mit der aberranten oder fehlenden Genexpression des min- 
destens einen mit derartigen Erkrankungen in Verbindung 
• stehenden Gens assoziiert ist, verglichen mit den fur die 
ungerichtete Mutagenese verwendeten Ausgangsnematoden zu 
bestimmen und 

das oder die Gene, die infolge ihrer Mutation fur die in 
dem vorangegangenen Schritt beobachteten Veranderungen des 
Ph&notyps verantwortlich sind, zu identif izieren. 

26. Verfahren zur Identif izierung und/oder Charakterisierung 
von Genen, die in mutiertem oder unmutiertem Zustand in 
der Lage sind, die Wirkung von Arzneimitteln und/oder 
Genen, die zur Prevention oder Behandlung von neurodegene- 
rativen Erkrankungen, einschliefilich jenen, bei deneri pla- 
queahnliche Ablagerungen im Nervensystem auftreten, insbe- 
sondere der Parkinsonschen Erkrankung eingesetzt werden, 
zu modif izieren, welches die Schritte umfasst: 
an Nematoden nach einem der Anspruche 1 bis 12, eine unge- 
richtete Mutagenese vorzunehmen, 

aus den aus der Mutagenese resultierenden Nematoden 
Nachkommen identischer Art zu erzeugen, 

an den jeweils identischen Nachkommen einen gegebenenfalls 
vorliegenden Phanotyp, der mit der aberranten oder fehlen- 
den Genexpression des mindestens einen mit derartigen 
Erkrankungen in Verbindung stehenden Gens assoziiert ist, 
zu bestimmen, 

den in dem vorangegangenen Schritt an den Nachkommen 
bestimmten Phanotyp mit dem entsprechenden Phanotyp der 
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Ausgangsnematoden nach einem der Ansprilche 1 bis 12 zu 
vergXeichen, 

an den jeweils identischen Nachkommen, die den gleichen 
Phanotyp wie die Ausgangsnematoden zeigen, Veranderungen 
des Phanotyps, der mit der aberranten oder fehlenden Gen- 
expression des raindestens einen mit derartigen Erkrankun- 
gen in Verbindung stehenden Gens assoziiert ist, in Gegen- 
v;art des zu untersuchenden Arzneimittels oder bei Expres- 
sion des zu untersuchenden Gens zu bestimmen, und 
die bestimmten Veranderungen des Phinotyps mit den 
Veranderungen des Phanotyps der Ausgangsnematoden in 
Gegenwart des zu untersuchenden Arzneimittels oder bei 
Expression des zu untersuchenden Gens zu vergleichen, um 
gegebenenfalls auftretende Abweichungen der Phanotypveran- 
derung f estzustellen, 

das oder die Gene, die infolge ihrer Mutation ftir die in 
dem vorangegangenen Schritt gegebenenfalls f estgestellten 
Abweichungen der Phanotypver&nderungen verantwortlich 
sind, zu identif izieren. 

27. Gen mit Wirksamkeit in mutiertem oder unmutiertem Zustand 
bei der Behandlung und/oder Privention von neurodegenera- 
tiven Erkrankungen, einschliefilich jenen, bei denen pla- 
que^hnliche Ablagerungen im Nervensystem auftreten, das 
mittels eines Verfahrens nach einem der Anspruche 25 oder 
26 identif iziert worden ist. 

28. Isoliertes NukleinsSuremolekul, das Parkin aus Caenorhab- 
ditis elegans mit der in Fig. 3 angegebenen Aminosaurese- 
quenz kodiert. 

29. Isoliertes Nukleinsauremolekul nach Anspruch 28, das die 
in Fig. 3 angegebene Nukleinsauresequenz oder eine dazu 
komplementSre Nukleinsauresequenz aufweist. 
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30. Isoliertes Nukleinsauremolekul,_ dessen Nukleotidsequenz 
mindestens 75% Sequenzahnlichkeit zu dem isolierten Nuk- 
leinsauremolekul nach Anspruch 29 aufweist. 

31. Isoliertes Nukleinsiuremolekul, das unter stringent en 
Bedingungen mit dem isolierten DNA-Molekill nach Anspruch 
29 hybridisiert . 

32.. Fragment eines isolierten Nukleinsauremolekuls nach einem 
der Anspruche 28 bis 31. 

33. Vektor, Plasmid, Cosmid, Bacmid, YAC, BAC, Virus- oder 
Phagengenom, der bzw. das ein isoliertes Nukleins&uremole- 
kul oder ein Fragment nach einem der Ansprtiche 28 bis 32 
enthalt. 

34. Polypeptid oder Protein, das von einem Nukleins&uremolekul 
oder einem Fragment nach einem der Ansprilche 28-32 kodiert 
wird. 

35. Transgener Organismus, insbesondere Mikroorganismus, 
Pflanze oder Tier, oder Teil oder Vermehrungsmaterial 
eines transgenen Organismus , der bzw. das eine rekombi- 
nante Nukleins&uresequenz umfasst, die ein Nukleinsauremo- 
lekiil oder ein Fragment nach einem der Anspriiche 28 bis 32 
als Transgen enthalt. 
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FIG. 3 



Parkin-cDNA von C. etegans, kodierender Bereich. 



atgtctgatgaaatctctatattaacacaagatagaaaaacaggtcaacgtaggaatctaacacttaatataaata 
taactggaaatatcgaagatctcacaaaagatgtggaaaagctcaccgaaattcccagcgatgagctggaagtggt 
tttctgtgggaaaaagtcatcaaaatcaacgattatgagggatttgtcactgacacctgcaacacaaatcatgctt 
ctccgtccaaagttcaatagtcacaacgaaaacggtgctactaccgcaaaaataacaacagattcttcaattctcg 
gaagcttctacgtgtggtgcaaaaattgtgacgacgtcaagcgcggcaaactgcgggtttattgccaaaaatgctc 
gtcaacctctgttctagtcaaatctgaaccccagaactggtccgacgttctcaaaagcaagagaataccggcggtc 
cgcgaagaatgctgtactccaggtcttttcgctgaattcaagttcaaatgtctagcctgcaacgatccggccgcag 
ctctaactcacgtacgccgaaattggcaaatgaccgagtgctgtgtttgtgatgggaaggagaaagtgatcttcga 

cct cggatgcaatcatattacatgccaattctgtttcaga^^ 

GTCAATCAGCCGCCGCATGGCTTCACCATTlTCTGCCCCTATCCAGGGTGCAATAgag tggt acaaga t g t gca cc 
atttccacattatgggtcagacgtcgtacagcgaataccaacggaaagccaccgagcgattgattgccgtggacga 
caagggtgtgacttgcccgaatgtctcgtgtgggcagagcttcttctgggagccctatgatgacgatggaagatcc 
cagtgtccagattgttttttttcgttttgcagaaagtgcttcgaaagaaattgtgtgtgccagagcgaagacgatc 
tcacccgaactacaattgacgcgactacaagaagatgcccaaaatgccacgtggcaaccgaacggaacggcggatg 
tgctcacattcactgtacctcgtgtggaatggattggtgtttcaagtgcaagacagaatggaaggaagagtgtcaa 

tgggaccattggtttaattaa 



Abgeleitete Aminosauresequenz von C.etegans-Parkin 

MSDEISILIQDRKTGQRMIIiT^ 

LRPKFNSHNENGATTAXITTDSSILGSFYVWCKNCDDVKRGKLRVYCQKCSSTSVLVKSBPQNW 

CEECCTPGLFAEFKFKCLAC^PAAALTHVRGNWQMTECCV^ 

VNQPPKGFTIFCPYPGCNRWQDVHHFHIMGQTSYSEYQRKA^ 

QCPDCFFSFCRKCFERNCVCQSEDDLTRTTIDATTRRCPKCHVATERNGGCAHIHCTSCX3MDWCFKCKT 
WDHWFN 
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FIG. 4a: Expression von GFP unter der Kontrolle von 4085 bp des 

Parkin- Promotors . 
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FIG. 5 
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FIG. 6 
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FIG. 7 
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FIG. 9 
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S EQUEN Z P ROTOKOLL 

<:110> EleGene AG 

<120> Nematoden als Model lorganismen zur Untersuchung 

neurodegenerativer Erkrankungen und insbesondere der 
Parkinsons chen Erkrankung, verwendungen und Verfahren 
zum Auff inden von Substanzen und Genen, . . . 

<130> 1A-84 115 

<140> 
<141> 

<150> 100 14 109.9 
<151> 2000-03-22 

<160;> 12 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 1161 
<212> DNA 

<213> Caenorhabditis elegans 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1),.(U5B) 

<223> Nukleinsauresequenz der Parkin-cDNA 
<400> 1 

atg tct gat gaa ate tct ata tta ata caa gat aga aaa aca ggt caa 48 
Met Ser Asp Glu lie Ser lie Leu He Gin Asp Arg Lys Thr Gly Gin 
15 10 15 

cgt agg aat eta aca ctt aat ata aat ata act gga aat ate gaa gat 96 
Arg Arg Asn Leu Thr Leu Asn He Asn He Thr Gly Asn lie Glu Asp 
20 25 30 

etc aca aaa gat gtg gaa aag etc ace gaa att ccc age gat gag ctg 144 
Leu Thr Lys Asp Val Giu Lye Leu Thr Glu He Pro Ser Asp Glu Leu 
35 40 45 

gaa gtg gtt ttc tgt ggg aaa aag tta tea aaa tea acg att atg agg 192 
Glu val Val Phe Cys Gly Lys Lys Leu Ser Lys Ser Thr He Met Arg 
50 55 60 
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gat ttg tea ctg aca cct gca aca caa ate atg ctt etc cgt cca aag 240 
Asp Leu Ser Leu Thr_ Pro Ala Thr Gin. He Met-Leu Leu- Arg Pro Lys 
65 70 75 80 

t-c aat agt cac aac gaa aac ggt get act act gca aaa ata aca aca 288 
Phe Asa Ser His Asn Glu Asn Gly Ala Thr Thr Ala Lys lie Thr Thr 
85 90 95 

gat tct tea att etc gga age ttc tac gtg tgg tgc aaa aat tgt gac 336 
Asp Ser Ser He Leu Gly Ser Phe Tyr Val Trp Cys Lys Asn Cys Asp 
100 105 HO 

gac gtc aag cgc ggc aaa ctg egg gtt tat tgc caa aaa tgc teg tea 384 
Asp Val Lys Arg Gly Lys Leu Arg Val Tyr Cys Gin Lys Cys Ser Ser 
115 120 125 

acc tct gtt eta gtc aaa tct gaa ccc cag aac tgg tec gac gtt etc 432 
Thr Ser Val Leu Val Lys Ser Glu Pro Gin Asn Trp Ser Asp Val Leu 
130 135 140 

aaa age aag aga ata ccg gcg gtc tgc gaa gaa tgc tgt act cca ggt 480 
Lys Ser Lys Arg He Pro Ala Val Cys Glu Glu Cys Cys Thr Pro Gly 
145 150 155 160 

ctt ttc get gaa ttc aag ttc aaa tgt eta gee tgc aac gat ccg gee 52 8 
Leu Phe Ala Glu Phe Lys Phe Lys Cys Leu Ala Cys Asn Asp Pro Ala 
165 170 175 

gca get eta act cac gta cgc gga aat tgg caa atg acc gag tgc tgt 576 
Ala Ala Leu Thr His Val Arg Gly Asn Trp Gin Met Thr Glu Cys Cys 
180 185 190 

gtt tgt gat ggg aag gag aaa gtg ate ttc gac etc gga tgc aat cat 624 
val Cys Asp Gly Lys Glu Lys Val He Phe Asp Leu Gly Cys Asn His 
195 200 205 

att aca tgc caa ttc tgt ttc aga gat tat ttg eta agt caa ctg gaa 672 
He Thr Cys Gin Phe Cys Phe Arg Asp Tyr Leu Leu Ser Gin Leu Glu 
210 215 220 

cga ttc ggt ttt gtc aat cag ccg ccg cat ggc ttc acc att ttc tgc 720 
Arg Phe Gly Phe Val Asn Gin Pro Pro His Gly Phe Thr He Phe Cys 
225 230 235 240 

ccc tat cca ggg tgc aat aga gtg gta caa gat gtg cac cat ttc cac 768 
Pro Tyr Pro Gly Cys Asn Arg Val Val Gin Asp Val His His Phe His 
245 250 255 
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att atg ggc cag acg teg tac age gaa tac caa egg aaa gec acc gag 816 
lie" Met Gly Gin Thr Ser Tyr Ser Glu fyr'Gln Arg Lys Ala Thr Glu 
260 265 270 

cga ttg att gec gtg gac gac aag ggt gtg act tgc ccg aat gtc teg 864 
Arg Leu lie Ala Val Asp Asp Lys Gly Val Thr Cys Pro Asn Val Ser 
275 280 285 

tgt ggg cag age ttc ttc tgg gag ccc tat gat gac gat gga aga tec 912 
Cys Gly Gin Ser Phe Phe Trp Glu Pro Tyr Asp Asp Asp Gly Arg Ser 
290 295 300 

cag tgt cca gat tgt ttt ttt teg ttt tgc aga aag tgc ttc gaa aga 960 
Gin Cys Pro Asp Cys Phe Phe Ser Phe Cys Arg Lys Cys Phe Glu Arg 
305 310 315 320 

aat tgt gtg tgc cag age gaa gac gat etc acc cga act aca att gac . 1008 
Asn Cys Val Cys Gin Ser Glu Asp Asp Leu Thr Arg Thr Thr He Asp 
325 330 335 

gcg act aca aga aga tgc cca aaa tgc cac gtg gca acc gaa egg aac 1056 
Ala Thr Thr Arg Arg Cys Pro Lys Cys His Val Ala Thr Glu Arg Asn 
340 345 350 

ggc gga tgt get cac att cac tgt acc teg tgt gga atg gat tgg tgt 1104 
Gly Gly Cys Ala His lie His Cya Thr Ser Cys Gly Met Asp Trp Cys 
3£5 360 365 

ttc aag tgc aag aca gaa tgg aag gaa gag tgt caa tgg gac cat tgg 1152 
Phe Lys Cys Lys Thr Glu Trp Lys Glu Glu Cys Gin Trp Asp His Trp 
370 375 380 

ttt aat taa ' 1161 

Phe Asn 

385 



<210> 2 
<211> 386 
<212> PRT 

<213> Caenorhabditis elegans 
<400> 2 

Met Ser Asp Glu He Ser He Leu He Gin Asp Arg Lys Thr Gly Gin 
15 10 15 



Arg Arg Asn Leu Thr Leu Asn He Asn He Thr Gly Asn He Glu Asp 
20 25 30 
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Leu Thr Lys Asp val Glu Lys Leu Thr Glu lie Pro Ser Asp Glu Leu 
35 40 45 

Glu Val Val Phe Cys Gly Lys Lys Leu Ser Lys Ser Thr He Met Arg 
50 55 60 

Asp .Leu Ser Leu Thr Pro Ala Thr Gin He Met Leu Leu Arg Pro Lys 
65 70 75 80 

Phe Asn Ser His Asn Glu Asn Gly Ala Thr Thr Ala Lys He Thr Thr 
85 90 95 

Asp Ser Ser He Leu Gly Ser Phe Tyr Val Trp Cys Lys Asn Cys Asp 
100 105 HO 

Asp Val Lys Arg Gly Lys Leu Arg Val Tyr Cys Gin Lys Cys Ser Ser 
115 120 125 

Thr Ser Val Leu Val Lys Ser Glu Pro Gin Asn Trp Ser Asp Val Leu 
130 13S 140 

Lys Ser Lys Arg He Pro Ala Val Cys Glu Glu Cys Cys Thr Pro Gly 
145 150 155 160 

Leu Phe Ala Glu Phe Lys Phe Lys Cys Leu Ala Cys Asn Asp Pro Ala 
165 170 175 

Ala Ala Leu Thr His Val Arg Gly Asn Trp Gin Met Thr Glu Cys Cys 
180 185 190 

Val Cys Asp Gly Lys Glu Lys Val He Phe Asp Leu Gly Cys Asn His 
195 200 205 

He Thr Cys Gin Phe Cys Phe Arg Asp Tyr Leu Leu Ser Gin Leu Glu 
210 215 220 

Arg Phe Gly Phe Val Asn Gin Pro Pro His Gly Phe Thr He Phe Cys 
225 230 235 240 

Pro Tyr Pro Gly Cys Asn Arg Val Val Gin Asp Val His His Phe His 
245 250 255 



He Met Gly Gin Thr Ser Tyr Ser Glu Tyr Gin Arg Lys Ala Thr Glu 
260 265 270 



Arg Leu He Ala Val Asp Asp Lys Gly Val Thr Cys Pro Asn Val Ser 
275 280 285 
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Cys Gly Gin Ser Phe Phe Trp Glu Pro Tyr Asp. Asp Asp. Gly Arg Ser 
290 295 300 

Gin Cys Pro Asp Cys Phe Phe Ser Phe Cys Arg Lys Cys Phe Glu Arg 
305 310 315 320 

Asn .Cys Val Cys Gin Ser Glu Asp Asp Leu Thr Arg Thr Thr He Asp 
325 330 335 

Ala Thr Thr Arg Arg Cys Pro Lys Cys His Val Ala Thr Glu Arg Asn 
340 345 350 

Gly Gly Cys Ala His He His Cys Thr Ser Cys Gly Met Asp Trp Cys 
355 360 365 

Phe Lys Cys Lys Thr Glu Trp Lys Glu Glu Cys Gin Trp Asp His Trp 
■ 370 375 380 



Phe Asn 
385 



<210> 3 
<211> 6451 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Plasmid 
pLG0126 

<400> 3 

cgatatcgaa cattgccagc ttcttgegag cttttctgaa ataatagtgt tttctaaaca 60 
cgtaaacatg aaatatttca ettaegcaag tgettctteg gcctctctca tatctgeatt 120 
cagccgcttt ttggattcct eggaatcttt ccacagcttg eggagacget caatctcatc 180 
aatcaaatga aacattcctg aaacaegtea ttaaaatttg aaaatgataa ttgaaactaa 240 
cctatatcct taatatcgaa ttgeggtege tgtgagttta gaatcatgtt gaaaatgtga 300 
cgcgagtttt cgccgcacac cttctctttt gatgtactgg acttcattct aaaatgtgga 360 
aatgattaga aaacgagaaa ctcgcccgaa aataagagaa aaatgcgtga aaaccgtttc 420 
aaatttcgtg gaaaacagtt cgaatttgaa gctcgctgcg tttgtctcac acgcgacgcg 480 
acccgctacg ettgecatag ggcgcacatg actgegagga ctagtgtgca caaaaacatg 540 
gggcttcaag gcctcgacta gttttttgaa tttaatgttt aaaactgcaa gcaggcccgc 600 
tagcaggaaa cttttttgtt aatttctaag tcaaattttc agctctcatg aagcatgtct 660 
gatgaaatct ctatattaat acaagataga aaaacaggtc aacgtaggaa tctaacactt 720 
aatgtagtgg acatttcaaa ctttgaatat atacattatt tttttcagat aaatataact 780 
ggaaatatcg aagatctcac aaaagatgtg gaaaagctca ccgaaattcc cagegatgag 840 
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ctggaagtgg ttttctgtgg gaaaaagtta tcaaaatcaa cgattatgag ggatttgtca 900 
ctgacacctg caacgtaggt caagtaaata tttacttata taaataactg gaattgttat 960 
ttatataaat~aactggaatt gttattcaaa caatattatt tcagacaaat catgcttctc 1020 
cgtccaaagt tcaatagtca caacgaaaac ggtgccacta ctgcaaaaat aacaacagat 1080 
tcttcaattc tcggaagctt ctacgtgtgg tgcaaaaatt gtgacgacgt caagcgcggc 1140 
aaactgcggg tttattgcca aaaatgctcg tcaacctctg ttctagtcaa atctgaaccc 1200 
cagaactggt ccgacgttct caaaagcaag agaataccgg cggtctgcga agaatgctgt 1260 
actccaggtc ttttcgctga attcaagttc aaatgtctag cctgcaacga tccggccgca 1320 
gctctaactc acgtacgcgg aaattggcaa atgaccgagt gctgtgtttg tgatgggaag 1380 
gagaaagtga tcttcgacct cggatgcaat catattacat gccaattctg tttcagagtg 1440 
agtaagaatc taaatttttt gttgaaattg tttaatttta aaggattatt tgctaagtca 1500 
act<ggaacga ttcggttttg tcaatcagcc gccgcatggc ttcaccattt tctgccccta 1560 
tccagggtgc aatagttcgt tcgattttat caaaaccatt caattttctg cagtagtgat 1620 
cctgaaaact aattgataga aacaaaaaat cttccaaaaa atacaaatat gttatgtttc 1680 
cattttgcaa gtctggcatg gttttttttt tgcaaaaaaa acccccaccc gttctattta 1740 
aatttatttt gaaaattttc tcacatgttt caatagtttt tcaatgccga gaaaattgaa 1800 
aaaaaaagtc ttaaagaaat taaacagaac atttaattga aaaataactt caggagtggt 1860 
acaagatgtg caccatttcc acattatggg tcagacgtcg tacagcgaat accaacggaa 1920 
agccaccgag cgattgattg ccgtggacga caagggtgtg acttgcccga atgtctcgtg 1980 
tgggcagagc ttcttctggg agccctatga tgacgatgga agatcccagt gtccagattg 2040 
ttttttttcg ttttgcaggt attttgagct tctaaatcgg aaattctatc gcaataaata 2100 
tcatcgttca gaaagtgctt cgaaagaaat tgtgtgtgcc agagcgaaga cgatctcacc 2160 
cgaactacaa ttgacgcgac tacaaggtga tctcagcgat tatccactac aaaaaactgt 2220 
aaattcttcc agaagatgcc caaaatgcca cgtggcaacc gaacggaacg gcggatgtgc 2280 
tcacattcac tgtacctcgt gtggaatgga ttggtgtttc aagtgcaaga cagaatggaa 2340 
ggaagagtgt caatgggacc attggtttaa taggtcgacg gtaccgcggg cccgggatcc 2400 
accggtcgcc accatggtga gcaagggcga ggagctgttc accggggtgg tgcccatcct 2460 
ggtcgagctg gacggcgacg taaacggcca caagttcagc gtgtccggcg agggcgaggg 2520 
cgatgccacc tacggcaagc tgaccctgaa gttcatctgc accaccggca agctgcccgt 2580 
gccctggccc accctcgtga ccaccctgac ctacggcgtg cagtgcttca gccgctaccc 2640 
cgaccacatg aagcagcacg acttcttcaa gtccgccatg cccgaaggct acgtccagga 2700 
gcgcaccacc ttcttcaagg acgacggcaa ctacaagacc cgcgccgagg tgaagttcga 2760 
gggcgacacc ctggtgaacc gcatcgagcc gaagggcatc gacttcaagg aggacggcaa 2820 
catcctgggg cacaagctgg agtacaacca caacagccac aacgtctata tcatggccga 2880 
caagcagaag aacggcatca aggtgaactt caagatccgc cacaacatcg aggacggcag 2940 
cgtgcagctc gccgaccact accagcagaa cacccccatc ggcgacggcc ccgtgctgct 3000 
gcccgacaac cactacctga gcacccagtc cgccctgagc aaagacccca acgagaagcg 3060 
cgatcacatg gtcctgctgg agttcgtgac cgccgccggg atcactctcg gcatggacga 3120 
gctgtacaag taaagcggcc gccaccgcgg tggagctccg catcggccgc tgtcatcaga 3180 
tcgccatctc gcgcccgtgc ctctgacttc taagtccaat tactcttcaa catccctaca 3240 
tgctcttcct ccctgtgctc ccacccccta tttttgttat tatcaaaaaa- acttcctctt 3300 
aattitctttg ttttttagct tcttttaagt cacctctaac aatgaaattg tgtagattca 33 60 
aaaatagaat taattcgtaa taaaaagtcg aaaaaaattg tgctccctcc ccccattaat 3420 
aacaattcta tcccaaaatc tacacaatgt tctgtgtaca cttcttatgt tttttttact 3480 
tctgataaat tttttttgaa acatcataga aaaaaccgca cacaaaatac cttatcatat 3540 
gttacgtttc agtttatgac cgcaattttt atttcttcgc acgtctgggc ctctcatgac 3600 
gtcaaatcat gctcatcgtg aaaaagtttt ggagtatttt tggaattttt caatcaagtg 3 660 
aaagtttatg aaattaattt tcctgctctt gctttttggg ggtttcccct attgtttgtc 3720 
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aagagtttcg aggacggcgt ttttcttgct aaaatcacaa gtattgatga gcacgatgca 3780 
agaaagatcg gaagaaggtt tgggtttgag gctcagtgga aggtgagtag-aagttgataa-3840- 
tttgaaagtg gagtagtgtc tatggggttt ttgccttaaa tgacagaata cattcccaat 3900 
ataccaaaca taactgtttc ctactagtcg gccgtacggg ccctttcgtc tcgcgcgttt 3960 
cggtgatgac ggtgaaaacc tctgacacat gcagctcccg gagacggtca cagcttgtct 4020 
gtaagcggat gccgggagca gacaagcccg tcagggcgcg tcagcgggtg ttggcgggtg 4080 
tcggcgctgg cttaactatg cggcatcaga gcagattgta ctgagagtgc accatatgcg 4140 
gtgt.gaaata ccgcacagat gcgtaaggag aaaataccgc atcaggcggc ctcaagggcc 4200 
tcgtgatacg cctattttta taggttaatg tcatgataat aatggtttct tagacgtcag 4260 
gtggcacttt tcggggaaat gtgcgcggaa cccctatttg tttatttttc taaatacatt 4320 
caaatatgta tccgctcatg agacaataac cctgataaat gcttcaataa tattgaaaaa 4380 
ggaagagtat gagtattcaa catttccgtg tcgcccttat tccctttttt gcggcatttt 4440 
gcsttcctgt ttctgctcac ccagaaacgc tggtgaaagt aaaagatgct gaagatcagt 4500 
tgggtgcacg agtgggttac atcgaactgg atctcaacag cggtaagatc cttgagagtt 4560 
ttcgccccga agaacgcttt ccaatgatga gcacttttaa agttctgcta tgtggcgcgg 4620 
tattatcccg tattgacgcc gggcaagagc aactcggtcg ccgcatacac tattctcaga 4680 
atgacttggt tgagtactca ccagtcacag aaaagcatct tacggatggc atgacagtaa 4740 
gagaattatg cagtgctgcc ataaccatga gtgataacac tgcggccaac ttacttctga 4800 
caacgatcgg aggaccgaag gagctaaccg cttctctgca caacatgggg gatcatgtaa 4860 
ctcgccttga tcgttgggaa ccggagctga atgaagccat accaaacgac gagcgtgaca 4920 
ccacgatgcc tgtagcaatg gcaacaacgt tgcgcaaact attaactggc gaactactta 4980 
ctctagcttc ccggcaacaa ttaatagact ggatggaggc ggataaagtt gcaggaccac 5040 
ttctgcgctc ggcccttccg gctggctggt ttattgctga taaatctgga gccggtgagc 5100 
gtgggtctcg cggtatcatt gcagcactgg ggccagatgg taagccctcc cgtatcgtag 5160 
ttatctacac gacggggagt caggcaacta tggatgaacg aaatagacag atcgctgaga 5220 
taggtgcctc actgattaag cattggtaac tgtcagacca agtttactca tatatacttt 5280 
agattgattt aaaacttcat ttttaattta aaaggatcta ggtgaagatc ctttttgata 5340 
atctcatgac caaaatccct taacgtgagt tttcgttcca ctgagcgtca gaccccgtag 5400 
aaaagatcaa aggatcttct tgagatcctt tttttctgcg cgtaatctgc tgcttgcaaa 5460 
caaaaaaacc accgctacca gcggtggttt gtttgccgga tcaagagcta ccaactcttt 5520 
ttccgaaggt aactggcttc agcagagcgc agataccaaa tactgtcctt ctagtgtagc 5580 
cgtagttagg ccaccacttc aagaactctg tagcaccgcc tacatacctc gctctgctaa 5640 
tcctgttacc agtggctgct gccagtggcg ataagtcgtg tcttaccggg ttggactcaa 5700 
gacgatagtt accggataag gcgcagcggt cgggctgaac ggggggttcg tgcacacagc 5760 
ccagcttgga gcgaacgacc tacaccgaac tgagatacct acagcgtgag cattgagaaa 5820 
gcgccacgct tcccgaaggg agaaaggcgg acaggtatcc ggtaagcggc agggtcggaa 5880 
caggagagcg cacgagggag cttccagggg gaaacgcctg gtatctttat agtcctgtcg 5940 
ggtttcgcca cctctgactt gagcgtcgat ttttgtgatg ctcgtcaggg gggcggagcc 6000 
tatggaaaaa cgccagcaac gcggcctttt tacggttcct ggccttttgc tggccttttg 6060 
ctcacatgtt ctttcctgcg ttatcccctg attctgtgga taaccgtatt accgcctttg 6120 
agtgagctga taccgctcgc cgcagccgaa cgaccgagcg cagcgagtca gtgagcgagg 6180 
aagcggaaga gcgcccaata cgcaaaccgc ctctccccgc gcgttggccg attcattaat 6240 
gcagctggca cgacaggttt cccgactgga aagcgggcag tgagcgcaac gcaattaatg 6300 
tgagttagct cactcattag gcaccccagg ctttacactt tatgcttccg gctcgtatgt 6360 
tgtgtggaat tgtgagcgga taacaatttc acacaggaaa cagctatgac catgattacg 6420 
ccaagcttgc atgcctgcag gtcgactcta g 6451 
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<210> 4 
< 2-1-1 > 3176 
<212> ONA 

<213> Ktinetliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunst lichen Sequenz: Plasmid 
. pLG0082 

<400> 4 

aacctggctt atcgaaatta atacgactca ctaiagggag accggcagat ctgatatcat 60 
cgatgaattc gagctccacc gcggtggcgg ccgctctaga actagtggat ccaccggttc 120 
catggttctc cgtccaaagt tcaatagtca caacgaaaac ggtgctacta ctgcaaaaat 180 
aacaacagat tcttcaattc tcggaagctt ctacgtgtgg tgcaaaaatt gtgacgacgt 240 
caagcgcggc aaactgcggg tttattgcca aaaatgctcg tcaacctctg ttctagtcaa 300 
atctgaaccc cagaactggt ccgacgttct caaaagcaag agaataccgg cggtctgcga 360 
agaatgctgt actccaggtc ttttcgctga attcaagttc aaatgtctag cctgcaacga 420 
tccggccgca gctctaactc acgtacgcgg aaattggcaa atgaccgagt gctgtgtttg 480 
tgatgggaag gagaaagtga tcttcgacct cggatgcaat catattacat gccaattctg 540 
ccgcaggaat tcgatatcaa gcttatcgat accgtcgacc tcgagggggg gcccggtacc 600 
caattcgccc tatagtgagt cgtattacgc gcgctcactg gccgtcgttt tacaacgtcg 660 
tgactgggaa aaccctggcg ttacccaact taatcgcctt gcagcacatc cccctttcgc 720 
cagctggcgt aatagcgaag aggcccgcac cgatcgccct tcccaacagt tgcgcagcct 780 
gaatggcgaa tgggacgcgc cctgtagcgg cgcattaagc gcggcgggtg tggtggttac 840 
gcgcagcgtg accgctacac ttgccagcgc cctagcgccc gctcctttcg ctttcttccc 900 
ttcctttctc gccacgttcg ccggctttcc ccgtcaagct ctaaatcggg ggctcccttt 960 
agggttccga tttagtgctt tacggcacct cgaccccaaa aaacttgatt agggtgatgg 1020 
ttcacgtagt gggccatcgc cctgatagac ggtttttcgc cctttgacgt tggagtccac 1080 
gttctttaat agtggactct tgttccaaac tggaacaaca ctcaacccta tctcggtcta 1140 
ttcttttgat tcataaggga ttttgccgat ttcggcctat tggttaaaaa atgagctgat 1200 
ttaacaaaaa tctaacgcga attttaacaa aatattaacg cttacaattt aggtggcact 1260 
tttcggggaa atgtgcgcgg aacccctatt tgtttatttt tctaaataca ttcaaatatg 1320 
tatccgctca tgagacaata accctgataa atgcttcaat aatattgaaa aaggaagagt 1380 
atgagtattc aacatttccg tgtcgccctt attccctttt ttgcggcatt ttgccttcct 1440 
gtttttgctc acccagaaac gctggtgaaa gtaaaagatg ctgaagatca gttgggtgca 1500 
cgagtgggtt acatcgaact ggatctcaac agcggtaaga tccttgagag ttttcgcccc 1560 
gaagaacgtt ttccaatgat gagcactttt aaagttctgc tatgtggcgc ggtattatcc 1620 
cgtattgacg ccgggcaaga gcaactcggt cgccgcatac actattctca gaatgacttg 1680 
gttgagtact caccagtcac agaaaagcat cttacggatg gcatgacagt aagagaatta 1740 
tgcagtgctg ccataaccat gagtgataac actgcggcca acttacttct gacaacgatc 18 00 
ggaggaccga aggagctaac cgcttttttg cacaacatgg gggatcatgt aactcgcctt 1860 
gatcgttggg aaccggagct gaatgaagcc ataccaaacg acgagcgtga caccacgatg 1920 
cctgtagcaa tggcaacaac gttgcgcaaa ctattaactg gcgaactact tactctagct 1980 
ccccggcaac aattaataga ctggatggag gcggataaag ttgcaggacc acttctgcgc 2040 
tcggcccttc cggctggctg gtttattgct gataaatctg gagccggtga gcgtgggtct 2100 
cgcggtatca ttgcagcact ggggccagat ggtaagccct cccgtatcgt agttatctac 2160 
acgacgggga gtcaggcaac tatggatgaa cgaaatagac agatcgctga gataggtgcc 2220 
tcactgatta agcattggta actgtcagac caagtttact catatatact ttagattgat 2280 
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ttaaaacttc atttttaatt taaaaggatc taggtgaaga tcctttttga taatctcatg 2340 
accaaaatcc cttaacgtga gttttcgttc cactgagcgt cagaccccgt agaaaagatc 2400 
aaaggatctt cttgagatcc tttttttctg cgcgtaatct gctgcttgca aacaaaaaaa 2460 
ccaccgctac cagcggtggt ttgtttgccg gatcaagagc taccaactct ttttccgaag 2520 
gtaactggct tcagcagagc gcagatacca aatactgtcc ttctagtgta gccgtagtta 2580 
ggccaccact tcaagaactc tgtagcaccg cctacatacc tcgctctgct aatcctgtta 2640 
ccagtggctg ctgccagtgg cgataagtcg tgtcttaccg ggttggactc aagacgatag 2700 
ttaccggata aggcgcagcg gtcgggctga acggggggtt cgtgcacaca gcccagcttg 2760 
gagcgaacga cctacaccga actgagatac ctacagcgtg agctatgaga aagcgccacg 2820 
cttcccgaag ggagaaaggc ggacaggtat ccggtaagcg gcagggtcgg aacaggagag 2880 
cgcacgaggg agcttccagg gggaaacgcc tggtatcttt atagtcctgt cgggtttcgc 2940 
cacctctgac ttgagcgtcg atttttgtga tgctcgtcag gggggcggag cctatggaaa 3 000 
aacgccagca acgcggcctt tttacggttc ctggcctttt gctggccttt tgctcacatg 3060 
ttctttcctg cgttatcccc tgattctgtg gataaccgta ttaccgcctt tgagtgagct 3120 
gataccgctc gccgcagccg aacgaccgag cgcagcgagt cagtgagcga ggaagc 3176 



<210> 5 
<211> 39 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<:220> 

<223> Beschreibung der kQnatlichen Sequenz: Primer RB850 
<400> 5 

gggccgcggc atgcgaatac aatgacgtaa gcgacgtgg 



<210> 6 
<211> 33 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunatlichen Sequenz: Primer RB851 
<400> 6 

cccgtcgact catcagacat gcttcatgag age 



<210> 7 
<211> 32 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Primer RB853 
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<400> 7 

gggccgcggt tcgaattcga agctcgctgc gt 



<210> 8 
<2H> 48 
<212> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Primer RB916 
<:400> 8 

cgcccgggag ctcgtcgacc tattaaacca atggtcccat tgacactc 



<210> 9 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Primer 
1-RNA1 

<400> 9 

cagacaaacc atggttctcc 

<210> 10 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Primer 
1-RNA2 

<400> 10 

cttactctgc agcagaattg g 

<210> 11 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
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<220> 

<223>_Beschreibung-der- kunst lichen Sequenz: Primer RB759 
<400> 11 

cccggctgca gctcaattat tctagtaagc 30 



<210> 12 
<211> 37 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
i 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Primer RB110 



<40,0> 12 

gtctccatgg atccgaattc tgaaacgtcc aaataac 
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Johnson, Candace 



From: Santos, Julian 

Sent: Friday, September 02, 2005 3:16 PM 

To: Hulbert, Brad; Armstrong^Charity 

Cc: Sanchez, Emma; Vohnson, Candace 

Subject: Snap-on Matters - Things You Should Know. 

Attachments: FW: Snap-on Technologies merger; Patent matter guidelines 14 Feb 2005.doc.DOC; Attorney 



Correspondence Guidelines 2 Sept 2005.doc.DOC; MBHB_326454_1.nrl; MBHB_326448_ 

1 .nrl; Snap-on Office Action Template 2 Sept 2005.doc.DOC; Snap-on Office Action Template 

2 Sept 2005.doc.nrl; Snap-on Templates correspondence template.doc; Snap-on Office 
Action Template 2 Sept 2005.doc.nrl; Snap-on Inc. Assignment Recordation.DOC; Snap-on 
Information Disclosure StatementDOC; Snap-on Inc. Assignment Recordation. nrl; Snap-on 
Information Disclosure Statement.nrl; PTO FORM SB96.pdf; PTO FORM SB80.pdf 

Brad and Charity, 

As a follow-up to our discussion yesterday, I've included below some notes and files for your review. This 
e-mail is also stored in the DMS in the "file folder" entitled "Misc. Correspondence for Snap-on Matters" 
under the Snap-on Incorporated C/M workspace. I've attempted to name the e-mail using a unique name 
so that you can easily search for it in the DMS. In other words, if you search the entire DMS for "Snap-on 
Matters - Things You Should Know.," (less the comma) then you should be able to locate this e-mail. 

(1) In CPI, the "SOI" designation means "Snap-on, Incorporated," and the S0T2 designation means "NNT, 
Inc." 

(2) Snap-on technologies, Inc. no longer exists, and all patents and patent applications should be assigned 
to Snap-on, Inc. Please see the attached e-mail for more information (This should probably be 
handled by a paralegal) . 

H 

FW: Snap-on 
technologies merge. 

(3) Need to get from Gwen the list of "Snap-on Approved Foreign Associates" 

(4) Attached hereto are copies (and links in the DMS to) the "Patent Matter Guidelines" and "Attorney 
Correspondence Guidelines," as requested. The template is stored in the DMS in the "Prosecution 
Guidelines" under the "Snap-on Incorporated" workspace. Also attached is a link to the response template. 




Patent matter Attorney MBHB_326454_l.ntMBHB_326448_l.nr 

guidelines 14 Fe... rrespondence Guide I I 

(5) Attached hereto is a copy of an updated Office Action Response Template ("response template"). The 
template is stored in the DMS in the "PTO file folder" within the "Snap-on file folder" under the "MBHB 
General Office" workspace. Also attached is a link to the response template. 



i 



Snap-on Office Snap-on Office 
Action Template... Action Template... 



(6) Attached hereto is a copy of a "Snap-on Templates Correspondence Template" ("correspondence 
template"). BE VERY CAREFUL WHEN FILLING OUT THE RE HEADING. THE APPLICATION SERIAL 
NUMBER MUST BE IN THE FORMAT PROVIDED IN THE PATENT MATTER GUIDELINES. THIS 
FORMAT SHOULD ALLOW SNAP-ON TO COPY AND PASTE . WITHOUT MODIFICATION. THE 
APPLICATION SERIAL NUMBER INTO A SEARCH ENGINE AT THE APPROPRIATE COUNTRY'S 
WEBSITE TO LOCATE THE APPLICATION. I USUALLY RUN A TEST ON THE FIRST SET OF 
PAPERWORK TO SEE I CAN DO SO. DO THE SAME WITH THE PUBLICATION NUMBER. 

The template is stored in the DMS in the "Forms Correspondence file folder" within the "Snap-on file folder" 
under the "MBHB General Office" workspace. Also attached is a link to the response template. 




Snap-on Templates Snap-on Office 
corresponden... Action Template... 

(6) Attached hereto are copies of (and links to) assignment and DPOA templates for Snap-on, Incorporated. 
These are also stored in the DMS in the "PTO file folder" within the "Snap-on file folder" under the "MBHB 
General Office" workspace. 




Snap-on Inc. Snap-on Snap-on Inc. Snap-on 

Assignment Record.. r ormation DisclosurAssignment Record.. : ormation Disclosure 

(7) Attached hereto are copies of (and links to) assignment and DPOA templates for NNT, Inc. These are 
also stored in the DMS in the "PTO file folder" within the "Snap-on file folder" under the "MBHB General 
Office" workspace. 

(8) Attached hereto are copies of the New Power of Attorney Form that Snap-on has Instructed 
MBHB to use. These are also stored in the DMS in the "PTO file folder" within the "Snap-on file folder" 
under the "MBHB General Office" workspace. 




PTO FORM PTO FORM 

SB96.pdf SB80.pdf 



With respect to this form and process, Charity comments yesterday were quite on track. Once Snap-on 
becomes the assignee of the entire interest (or accorded 37 CFR 1.47 Status - non-signing inventor 
situations), then Snap-on can give Power of Attorney to MBHB (customer number) or up to 10 attorneys at 
MBHB. To do this: 
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(a) fill out the PTO Form SB80 by: 

(i) checking the box next to the "Practitioners associated with the Customer Number:," in the box 
that contains "I hereby appoint:"; 

(iilentering in_the customer number into the box next-to the phrase "Practitioners associated with 
the Customer Number:"; 

(iii) checking the box next to the "Practitioners associated with the Customer Number:," in the box 
that contains "Please change the correspondence address..."; 

(iv) entering in the customer number into the box next to the phrase "Practitioners associated with 
the Customer Number:";" 

(v) filing in the "Assignee Name and Address" box with the appropriate Snap-on information; and 

(vi) filing in all but the signature and date information in the "Signature of Assignee of Record" box; 

(b) send the filled out PTO Form SB80 to Mark Back for his signature and return; 

(c) retain the executed form for submission with each application to be filed (or other already filed 
application or patent) ; 

(d) fill out the PTO Form SB96 with the self explanatory details for each application to be filed, already filed 
or issued; 

(e) send the filled out PTO Form SB96 to Mark Bach for signature and return, ONLY after ensuring that 
Snap-on is the assignee of the entire interest (or accorded 37 CFR 1.47 status); 

(f) file the executed PTO Form SB80, PTO Form SB96, and a copy (or copies) of the assignments, if not 
recorded, with USPTO for each case. 

(g) MBHB does not need to change the DPOA because the PTO Form SB80 includes a revocation of all 
prior powers. 

(h) MBHB, however, may want to change the DPOA to just a Declaration or Oath to prevent confusion. 
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( 121 NAOH DEM VERT RAG ClBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMEN ARBEIT AUF DEM CEBIET DES 
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNC 



(19) Wcltorganisation fOrgeistiges Eigentum 

Internationales Buro 

(43> Internationales Ve rofTent lie hungsda turn 
27. September 2001 (27.09.2001) 




IllllllDIIHNI 



(10) Internationale Verfifrentlichungsnummer 

PCT WO 01/70944 A3 



(5I> Internationale Palenlklassifikation 7 : CU7K 14/435. 
AO I K o7/033. CI 2N 15/12. A61K 4WIX) 



(21) Internationales Aktenzeichen: 



PCT/KPOI/03214 



(22) Internationales Anmeldedattim: 

21. MUr/ 2(X)I t2l.03.20OI ) 



(25) Einreichungssprache: 

(26) Veruffenllichungssprache: 



Deuisch 
Dcutsch 



(30) Angaben zur PrioritSt: 

KM) 14 HW.y 22. Marz 2000 (22.03. 2(XX)) DE 

(71) Anmelder ifiir alle Bestimmungsstaaten mil Ausnahme 
van USn ELEGENE AG [DE/DE]: Am Kloplerspilz 19, 
K2l52P!aneeg(DE). 



(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmeldcr (nur fHr US): HdNER. Marias 
fDE/DEj: Ehrwalder Slrasse 65. 81377 Miinchen <DE). 
LINK, Wolfgang IDE/UE|: Thurgausiras.se 12. 81475 
Miinchen (DE). CASSATA, Giuseppe | IT/DEI; Hansas- 
trasse 75 RGB. XI 373 Miinchen (DE). BAUMEISTF.R. 
Ralf \ DE/DE); Freilandstrasse 44a. X2I94 GrOhenzell 
(DE). TOVAR, Karlheinz [DE/DE]: Schlehenwcti 12. 
61352 Bad Homnurg(DE). 

(74) Anwalt: WIBBELMANN. Jobst: Wuesthnff & 
WuesihotT, Schweigerstrasse 2. 8J54I Miinchen (DE). 

(81) Bestimmungsstaaten (nutiona/): AE. AG. AL. AM. AT, 
All, AZ. BA. BB. BG, BR. BY. BZ. CA. CH. CN. CO. CK. 
CU. CZ, DE. DK. DM. DZ. EE. ES. FI. GB. CD. GE. CH. 
GM. HR. HU, ID. IL. IN. IS. JP. KE. KG. KP. KR. KZ. LC. 

fFortsetzung aufder nachsicn SeiteJ 



(54) Title: NEMATODES AS MODEL ORGANISMS FOR THE INVESTIGATION OF NEURODEGENERATIVE DISEASES. 
IN PARTICULAR PARKINSONS DISEASE. USES AND METHODS FOR THE DISCOVERY OF SUBSTANCES AND GENES 
WHICH CAN BE USED IN THE TREATMENT OF THE ABOVE DISEASE STATES AND IDENTIFICATION OF A NEMA- 
TODE GENE. 



(54) Bezeichnung: NEMATODEN ALS MODELLORGANISMEN ZUR UNTERSUCHUNG NEURODEGENERATIVER ER- 
KRANKUNGEN UND INSBESONDER DER PARKINSONSCHEN ERKRANKUNG. VERWENDUNGEN UND VERFAHREN 
ZUM Al'FFINDEN VON SUBSTANZEN UND GEN EN, DIE BEI DER BEHANDLUNG SOLCHER ERFRANKUNGEN RIN- 
GESETZ WERDEN KONNEN. SOW1E IDENTIFIZIERUNG EINES NEMATODENGENS. 



Parkin-Gen K08E3.7 
Parkin Gene HBE3.7 



Exonl and Intron 1 from 
the V neighboring Gene 
K08E3.8 

Exon 1 und Intron 1 
des 3'-Nachbar- 
Gens K06E3.6 



< 

ON 

© 



Deletion KO-Mutante 1, 1747 bp 



Deletion of K0 mutants 1.1747 bp 



L 



Deletion KO-Mutante 2, 1132 bp 



Deletion of K0 mutants 2,1132 bp 
2700 bp 



J 



(57) Abstract: The invention relates to nematodes ;is model organisms for the investigation of neurodegenerative diseases, in partic- 
ular. Parkinsons disease, uses and methods lor the discovery of substances and genes which can be used in the treatmeni of the above 
disease stales and identification of a nematode gene, from C. elegans, which is homologous to the human partin gene associated with 
Parkinsons disease. The invention further relates to those nematodes which contain an aberrant or missing expression ol at least one 
gene, preferably a parkin gene anaVor a u-svnuclcin gene, which is connected with Parkinsons disease. According to the invention, 
the above organisms can he used tor the identification and characterisation of medicaments tor the treatmeni of said disease states. 



Ifatrtsetzung auf dcr navhsten Scite/ 



dcrartgiger Erkrankungen cingesctzt werden. 
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(84) Bestimmungsstaaten *n£ttmah\ ARIPO-Paleni (GH. 
GM. KE. LS. MW. MZ. SO. SL. SZ. TZ. UG. ZW.i. 
cina>isvhcs Pnieni i AM. AZ. HY. KG. KZ. Ml). RU. TJ. 
TM., euiopiii.sehes Paioni < AT. BE. CH. CY. DE. DK. 
ES. FL FR, GB. GR. IE. IT. LU. MC. NL. PT. SE, TRL 
OAPJ-Paieni (BF. BJ. CF. CO. CI. CM. OA. UN. GW. ML. 
MK. NE. SN.TD.TG). 



VerOffentiichi: 

— mil internatiorwtem Recherche nhericht 

(88) VerOffentlichungsdatum des internationalen 

Recherchenberichts: 1 4. Ma'rz 2(X)2 

'/.ur Erk/anmy der Xweibuchsfaben-Codes and der andetvn 
. \hhir:unyvn wird auf die tskfarungen ("Guidance \oies on 
( 'odes and Abbreviations") am Anjangjeder reyidaren Ausgabe 
der PCT-Gazetie venviesen. 



(5?) Zusammenfassung: Die vorliegende Eriinduny betrifTt Nemuioden alx Model lorganismen zur Untersuchung neurodegeneraii- 
ver Erkrankungen und inshesondereder Parkinsonschen Erkrankung. Verwendungen und Verfahren zum AutTinden von Substanzen 
und Genen. die bei der Behandlung solcher Erkrankungen eingesem werden konnen. sowie die Idemifizierungeines Nemalodengens 
au5 , C. ctegans. dus zu dem mil der Parkinsonschen Erkrankund assoziierten mensohiichen Parkingen homolog isi. Die vorliegende 
lirllndung hcirift'i insbesondere solehe Nematoden . die eine aberrante oder fehlendc Expression mindestens eines Gens, das mil der 
Parkinsonschen Erkrankung in Zusammenhang siehi. hevorzugt eines Parkingens und/oder eines a-Synucleingens aufweisen. Die 
erlindung:igemassen Orgnaismcn konnen insbesnndere zur Idemillzierung und Charakterisierung von Arzneimitteln zur Behandlung 
deraneijier Erkrankungen eingescizi werden. 
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DATABASE SWALL 

EBI Hinxton U.K.; 

Accession Number: 09XUS3, 

1 November 1999 (1999-11-01) 

WILSON R ET AL: "K08E3.7 PROTEIN" 

XP002178708 

□9 9?a% •iriontitv in 386 aa overlaD with 

. lUclltltj I" JUU aa uiti i up ™ ' 1 

SeqIdNo.2 
abstract 

& WILSON R ET AL: "2.2 MB OF CONTIGUOUS 
NUCLEOTIDE SEQUENE FROM CHROMOSOME III OF 
C. ELEGANS" 
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vol. 268, March 1994 (1994-03), pages 
32-38, XP002926557 


28-34 
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DATABASE EM-EST 

EBI Hinxton UK; 
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abstract 


28-32 


P,X 


i m nn A (niVTILIFR GWLADYS DEVGEN 
NV (BE); BOGAERT THIERRY (BE); PLATTEEUW) 
26 October 2000 (2000-10-26) 

claims 33,70,116,136,147,177 


1,2,5, 
7-9,11, 

22-26 


A 


W0 98 53856 A (GEN HOSPITAL CORP) 
3 December 1998 (1998-12-03) 
claims 5,6 
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US 5 196 333 A (CHALFIE MARIN ET AL) 
23 March 1993 (1993-03-23) 
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DAiiMCTCTrP P FT Al • "HUMAN PRFSFNILIN-1 
DAuntl j 1 LK K LI ML. nurinn rixtjtnii-i" *, 

BUT NOT FAMILIAL ALZHEIMER'S DISEASE (FAD) 
MUTANTS, FACILITATE CAENORHABDITIS ELEGANS 
NOTCH SIGNALLING INDEPENDENTLY OF 

DOnTCfll YTTf PPnTF^TNG" 
rKUltULTIlU r r\UV*u OjI liu 

GENES AND FUNCTION, OXFORD, GB, 

vol. 1, no. 2, April 1997 (1997-04), pages 

149-159, XP000874639 

ISSN: 1360-7413 
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W0 98 59050 A (JOHNSON WILLIAM G .LAVEDAN 
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Imsssuttul ippiuaoon No. 

PCT/EP0I/032I4 



The international search authority has established that this international application contains 
multiple inventions, as fellow's: 

1 . Claims: 3,4,6,10.28-35 (completely) and 1.2.8,9,12-20.22-26 (partly) 

Nucleic acid molecule, coding for the Parkin gene from Caenorhabditis elegans with the 
nucleic aid sequence given in Fig. 3 and use thereof; nematodes comprising an aberrant 
or missing expression of a Parkin gene and uses thereof. 

2. Claims: 5,7,1 1 (completely) and 1.2.8,9,12-20, 22-26 (partly) 

Nematodes with an aberrant or missing expression of the synuclein gene and uses 
thereof. 
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Continuation of box 1.2 
Claims: 21-27 

I . Relevant patent claims 21 and 27 relate to compounds characterised by a worthwhile 
peculiarity or quality, namely substances or genes which arc effective in the treatment of 
neurodegenerative diseases, which may be identified by one of the methods disclosed in 
claims 19, 20, 25 or 26. For this reason the patent claims comprise all those products etc., 
which exhibit this peculiarity or quality, whereas the description of the patent application 
provides support under the terms of PCT Article 5 for not a limited number of such products 
etc. in the case in question, the patent claims lack the corresponding support or the patent 
application lacks the necessary disclosure to such a degree that a meaningful search appears 
impossible to conduct with respect to the entire scope for which protection is sought. 
Nevertheless, the patent claims also lack the clarity required in PCT Article 6, whereby an 
attempt was made to define the substance in terms of the desired outcome. This absence of 
clarity is such that it makes it impossible to conduct a meaningful search with respect to the 
entire scope for which protection is sought. For this reason, it was not possible to conduct a 
meaningful search for patent claim 21 nor 27. 



The applicant is reminded that claims, or parts of claims relating to inventions in respect of 
which no international search report has been established need not be the subject of an 
international preliminary examination (Rule 66.1(e) PCT). EPO policy, when acting as an 
International Preliminary Examining Authority, is normally not to carry out a preliminary 
examination on matter which has not been searched. This is the case, irrespective of whether 
or not the claims are amended following receipt of the search report (Article 19 PCT) or 
during any Chapter [I procedure whereby the applicant provides new claims. 
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Internationales AktenzeichenPCT£P 01 03214 



WEJTERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Die international e Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese 
Internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 

namlich: 

1. Anspriiche: 3,4,6,10,28-35 (Insgesamt) und 1,2,8,9,12-20, 
22-26 (teilweise) 



Nuklelnsauremolekiil , das Parkin aus Caenorhabditis elegans 
mit der 1n F1g.3 angegebenen Aminosauresequenz kodlert, und 
Verwendungen davon; Nematode, der eine aberrante oder 
fehlende Expression eines Parkin Gens aufweist, und 
Verwendungen davon. 



2. Anspruche: 5,7,11 (insgesamt) und 1,2,8,9,12-20, 
22-26 (teilweise) 



Nematode, der eine aberrante oder fehlende Expression des 
Synuclein Gens aufweist, und Verwendungen davon. 
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WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Fortsetzung von Feld 1.2 
Anspruche Nr. : 21,27 



Die geltenden Patentanspruche 21 und 27 beziehen sich auf Verblndungen, 
jeweils charakterislert durch eine erstrebenswerte Elgenhelt Oder 
Eigenschaft t namlich Substanzen oder Genen mit W1rksamke1t be1 der 
Behandlung von neurodegeneratlven Erkrankungen, die mlttels elnes der 
Verfahren nach elnem der Anspruche 19, 20, 25 oder 26 1dent1f1z1erbar 
werden. Die Patentanspruche umfassen daher alle Produkte etc., die dlese 
Eigenheit oder Elgenschaft aufwelsen, wohlngegen die Patentanmeldung 
Stutze durch die Beschreibung 1m Slnne von Art. 5 PCT fur kelne begrenzte 
Zahl solcher Produkte etc. liefert. Im vorllegenden Fall fehlen den 
Patentanspruchen die entsprechende Stutze bzw. der Patentanmeldung die 
notlge Offenbarung 1n elnem solchen MaBe, daB eine slnnvolle Recherche 
uber den gesamten erstrebten Schutzberelch unmogllch erschelnt. 
Desungeachtet fehlt den Patentanspruchen auch die in Art. 6 PCT 
geforderte Klarhelt, nachdem in 1hnen versucht wlrd, das Verblndungen 
uber das jeweils erstrebte Ergebnis zu deflnleren. Auch dleser Mangel an 
Klarheit ist dergestalt, daB er eine slnnvolle Recherche uber den 
gesamten erstrebten Schutzberelch unmogllch macht. Daher konnte weder fQr 
die Patentanspruche 21 noch 27 eine sinnvolle Recherche durchgefuhrt 
werden. 

Der Anmelder wlrd darauf hingewlesen, daB Patentanspruche, oder Telle von 
Patentanspruchen, auf Erflndungen, fQr die ke1n international 
Recherchenbericht erstellt wurde, normalerweise nicht Gegenstand elner 
1nternat1onalen vorlaufigen Prufung se1n konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Elgenschaft als mit der international en vorlaufigen PrQfung 
beauftragte Behorde wlrd das EPA also 1n der Regel kelne vorlauflge 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen kelne Recherche vorllegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
international Recherchenberichtes gelndert wurden (Art. 19 PCT), oder 
fQr den Fall, da8 der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapltel II 
PCT neue Patent ansprQche vorlegt. 
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